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RESUMEN / SUMMARY 
  




El sobrecrecimiento segmentario y las malformaciones vasculares son dos 
características clínicas prevalentes en los síndromes causados por mutaciones germinales y/o 
somáticas en diferentes genes de la ruta PI3K/AKT/mTOR: Megalencefalia-polimicrogiria-
polidactilia-hidrocefalia (AKT3 y PIK3R2), Espectro de Sobrecrecimientos Asociados a PIK3CA 
(PROS; PIK3CA) o síndrome de Smith-Kingsmore (mTOR), entre otros. En el caso de PROS, 
debido a que las mutaciones en PIK3CA ocurren como un evento post-cigótico, causando 
mosaicismo somático, el espectro fenotípico dentro de este grupo varía ampliamente en 
severidad y localización dependiendo del tipo celular afectado y del tiempo durante el 
desarrollo embrionario en el que surgió la mutación. Las características clínicas no siempre son 
constantes entre los diferentes síndromes incluidos en PROS, existiendo además un gran 
solapamiento fenotípico, dificultando el diagnóstico clínico y molecular. 
En esta Tesis Doctoral se estudió clínica y molecularmente una cohorte de 96 pacientes 
con características clínicas compatibles con el espectro PROS, incluyendo pacientes con 
diagnóstico de Macrocefalia-Malformación Capilar, síndrome CLOVES, macrodactilia y otros 
con fenotipo difuso, así como una serie de pacientes con DCMO, una entidad clínica, de causa 
desconocida y con características similares al espectro PROS. El objetivo fue ampliar el 
fenotipo y el genotipo del espectro PROS, y establecer un protocolo que permita un mejor 
diagnóstico clínico y molecular de los pacientes y una mejor comprensión de las patologías 
incluidas en el espectro. Para ello se utilizaron tres paneles de genes diferentes de 
secuenciación masiva (NGS) para analizar el ADN extraído de muestras de linfocitos de sangre 
periférica, saliva y/o tejido afectado de 85 de estos pacientes. Las variantes candidatas se 
validaron utilizando tres metodologías alternativas y se realizaron estudios funcionales en 
variantes no identificadas previamente. Se detectaron 23 variantes diferentes en PIK3CA en 
pacientes con PROS. Además de en este gen, se detectaron variantes en otros tres genes 
incluidos en la ruta PI3K/AKT/mTOR en seis pacientes, cuatro de ellos con variantes en mTOR 
(tres en línea germinal y uno en mosaico somático), un paciente con una variante en mosaico 
en AKT3 y el último con una variante en PTEN. Asimismo, se identificó al primer caso de DCMO 
con una variante probablemente patogénica en PIK3CA. 
La combinación de los estudios clínicos y moleculares presentados en esta Tesis 
Doctoral amplía el conocimiento fenotípico y genotípico del espectro PROS, y establece un 
protocolo experimental y bioinformático para el diagnóstico de estos pacientes mediante el 
uso de NGS con grandes profundidades de lecturas.  




Segmental overgrowth and vascular malformations are two prevalent clinical features 
among different syndromes caused by germline or somatic mutations in different genes in the 
PI3K/AKT/mTOR pathway: Megalencephaly-polymicrogyria-polydactyly-hydrocephalus 
syndrome (AKT3 and PIK3R2), PIK3CA-Related Overgrowth Spectrum (PROS; PIK3CA) or Smith-
Kingsmore syndrome (mTOR), among others. In the case of PROS, as mutations in PIK3CA 
occurs as a post-zigotic event, causing somatic mosaicism, the phenotypic spectrum within this 
group varies greatly in severity and location depending on the affected cellular type and the 
time of the embryonic development in which the mutation arose. Clinical characteristics are 
not always consistent between the different syndromes included in PROS, and there is also 
phenotypic overlap, making the clinical and molecular diagnosis difficult.  
In this Doctoral Thesis, a cohort of 96 patients with clinical characteristics compatible 
with the PROS spectrum was studied clinically and molecularly, including patients with a 
diagnosis of Macrocephaly-Capillary Malformation, CLOVES syndrome, macrodactyly and 
others with diffuse phenotype, as well as a series of patients with DCMO, a clinical entity of 
unknown cause and with similar characteristics to PROS spectrum.  The objective was to 
expand the phenotype and genotype of PROS spectrum, and to establish a protocol that allows 
a better clinical and molecular diagnosis of the patients, and a better understanding of the 
pathologies included in the spectrum. For this, three different massive sequencing (NGS) genes 
panels were used to analyze the DNA extracted from blood, saliva and/or affected tissue from 
85 of these patients. Candidate variants were validated using three alternative methodologies 
and functional studies were performed on mutations not previously reported.  
We detected 23 different PIK3CA variants in PROS. In addition to this gene, variants 
were detected in three other genes included in the PI3K/AKT/mTOR pathway in six patients 
referred previously as MCAP or PROS: four of them with mTOR variants (three germline and 
one somatic), one patient with a mosaic AKT3 variant, and the last one with a PTEN variant. 
Also, we identified the first patient with clinical diagnosis of DCMO and a post-zigotic variant in 
PIK3CA. 
The combination of the clinical and molecular studies presented in this doctoral thesis 
broadens the phenotypic and genotypic knowledge of the PROS spectrum, and establishes an 
experimental and bioinformatic protocol for the diagnosis of these patients through the use of 
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A continuación se presentan por orden alfabético las abreviaturas utilizadas en la 
presente Tesis Doctoral, que corresponden a nombres de genes y proteínas, abreviaturas 
propias de la tesis, o términos científicos descritos inicialmente en lengua inglesa, utilizados 
comúnmente de esta forma a través de siglas: 
 
ACMG Colegio Americano de Genética Médica (del inglés, American College of Medical 
Genetics) 
ADN Ácido desoxirribonucléico 
AKT1 Del inglés, V-AKT murine thymoma viral oncogene homolog 1 
AKT2 Del inglés, V-AKT murine thymoma viral oncogene homolog 2 
AKT3 Del inglés, V-AKT murine thymoma viral oncogene homolog 3 
Amp Ampicilina 
APS Adenosina 5 fosfosulfato 
ATP Adenosin trifosfato 
BLAST  Herramienta de búsqueda de alineamientos (del inglés, Basic Local Alignment 
Search Tool) 
BLK Queratosis liquenoide benigna (del inglés, Benign Lichenoid Keratoses) 
Cels. Células 
CGH Hibridación genómica comparativa (del inglés, Comparative Genomic 
Hybridization) 
CLAPO Síndrome CLAPO (del ingles, Capillary malformation of the lower lip, Lymphatic 
malformation predominant on the face and neck, Asymmetry, and 
Partial/generalized Overgrowth) 
CLOVES Síndrome CLOVES (del inglés, Congenital Lipomatous, Overgrowth, Vascular 
malformation and Epidermal Nevi and Spinal/Skeletal Anomalies and/or 
Scoliosis) 
CNV Variación en el número de copias (del inglés, Copy Number Variation) 
Col. Colaboradores 
DCMO Malformaciones capilares difusas con sobrecrecimiento (del inglés, Diffuse 
capillary malformation with overgrowth) 
ddPCR PCR digital (del inglés, droplet digital PCR) 
DI Discapacidad Intelectual 
Diag. Diagnóstico 
DMEG Megalencefalia displástica (del inglés, Dysplastic Megalencephaly) 




FAO Sobrecrecimiento fibroadiposo (del inglés, Fibroadipose Overgrowth) 
FAT FRAP (FKBP-proteína asociada a rapamicina)/ATM (ataxia telangiextasia 
mutada)/TRRAP (dominio proteico asociado a transformación/transcripción) 
[del inglés, (FKBP–rapamycin-associated protein)/ATM (ataxia telangiectasia 
mutated)/TRRAP (transformation/transcription domain-associated protein)] 
FATC FATC-terminal 
FAV Fístula ArterioVenosa  
FFPE Tejido embebido en parafina 
GAP Proteína activadora de GTPasa (del inglés, GTPase-activating protein) 
gDNA ADN genómico 
GFP Proteína verde fluorescente (del inglés, Green Fluorescent Protein) 
GOF Ganancia de función (del inglés, Gain Of Function) 
H Hombre 
HEAT Del ingles, Huntington, Elongation factor 3, protein phosphatase 2A, and the 
yeast kinase TOR1. 
HH Hemihiperplasia 
HHML Hemihiperplasia múltiple lipomatosa (del inglés, Hemihyperplasia-Multiple 
Lipomatosis) 
HMEG Hemimegalencefalia 
HPO Código de ontología del fenotipo humano (del inglés, Human Phenotype 
Ontology) 
IGV Visor integrativo del genoma (del inglés, Integrative Genome Viewer) 
ILM Malformaciones linfáticas aisladas (del inglés, Isolated Lymphatic 
Malformation) 
INDELs Inserciones/Delecciones 
INGEMM Instituto de Genética Médica y Molecular 
ISSVA Sociedad internacional para el estudio de las anomalías vasculares (del inglés, 
International Society for the Study of Vascular Anomalies) 
Kb Kilobases 
KTS Síndrome de Klippel-Trenaunay 
LOF Pérdida de función (del inglés, Loss Of Function) 
LR-PCR PCR de cadena larga (del inglés, Long Range-PCR) 
M Mujer 
MALVA Malformaciones Vasculares 




MC Malformación Capilar 
MCAP Macrocefalia-Malformación Capilar (del inglés, Megalencephaly-Capillary 
Malformation) 
ML Malformación Linfática 
MPPH Síndrome de Megalencefalia-Polimicrogiria-Polidactilia-Hidrocefalia (del inglés, 
Megalencephaly-polymicrogyria-polydactyly-hydrocephalus syndrome) 
mTOR Diana de rapamicina en mamíferos (del inglés, Mammalian Target Of 
Rapamycin) 
mTORC1 Complejo mTOR de tipo 1 (del inglés, mTOR complex 1) 
mTORC2 Complejo mTOR de tipo 2 (del inglés, mTOR complex 2) 
MV Malformación vascular 
Neg. Negativo 
NGS Secuenciación masiva (del inglés, Next Generation Sequencing) 
ORF Marco de lectura abierto (del inglés, Open Reading Frame) 
P Fosfato (del inglés, Phosphate) 
P85-BD Dominio de unión a la subunidad P-85 (del inglés, P85-Binding Domain) 
Pb Pares de bases 
pBS pBlueScript 
PCR Reacción en Cadena de la Polimerasa (del inglés, Polymerase Chain Reaction) 
PDK1 Quinasa piruvato deshidrogenasa, isoenzima 1 (del inglés, Pyruvate 
dehydrogenase kinase, isoenzyme 1) 
PHTS Trastornos relacionados con PTEN (del inglés, PTEN hamartoma tumor 
syndrome) 
PI3K Fosfatidilinositol 3 quinasa (del inglés, phosphatidylInositol 3 Kinase) 
PIK3CA Fosfatidilinositol 3 quinasa, subunidad catalítica alfa (del inglés, 
PhosphatIdylinositol 3-Kinase, Catalytic, Alpha) 
PIK3R2 Fosfatidilinositol 3 quinasa, subunidad reguladora 2 (del inglés, 
PhosphatidylInositol 3-Kinase, regulatory subunit 2) 
PIP2 Fosfatidilinositol 3, 4, 5-bifosfato (del inglés, phosphatidylinositol 3,4,5 
trisphosphate) 







PROS Espectro de Sobrecrecimientos Asociados a PIK3CA (del inglés, PIK3CA-Related 
Overgrowth Spectrum) 
PTEN Phosphatase and TENsin homolog 
Ras-BD Dominio de unión Ras (del inglés, Ras-Binding Domain) 
RFLP Polimorfismos de longitud de fragmentos de restricción (del inglés, Restriction 
Fragment Length Polymorphism) 
RNF125 Proteína de dedo en anillo 125 (del inglés, ring finger protein 125) 
SK Queratosis seborreica (del inglés, Seborreic Keratoses) 
SKS Síndrome de Smith-Kingsmore 
SNP Polimorfismo de nucleótido único (del inglés, Single Nucleotide Polymorphism) 
SNV Variación de un nucleótido único (del inglés, Single Nucleotide Variation) 
SSC Síndromes de Sobrecrecimiento 
TSC1 Complejo esclerosis tuberosa 1 (del inglés Tuberous sclerosis complex 1) 
TSC2 Complejo esclerosis tuberosa 1 (del inglés Tuberous sclerosis complex 2) 















1.1 Sobrecrecimiento y anomalías vasculares 
Los síndromes de sobrecrecimiento (SSC) son un grupo heterogéneo de enfermedades 
poco frecuentes en las que la característica principal es la excesiva proliferación de órganos 
y/o tejidos, ya sea de forma congénita o de aparición postnatal. Los SSC generalizados son 
aquellos en los que el sobrecrecimiento es extendido, simétrico o asimétrico, y en los que el 
peso, talla, perímetro cefálico o una combinación de los tres, están por encima del percentil 97 
o 2 desviaciones estándar por encima de la media para el sexo, la edad y el grupo poblacional 
(1-3). Por otro lado, los sobrecrecimientos parciales o segmentarios incluyen aquellas 
patologías en las que el crecimiento excesivo está confinado a una o varias regiones del 
cuerpo. En la Tabla 1 se expone una modificación de la clasificación de Weaver (1994) de los 
SSC, dividiéndolos en generalizados y segmentarios, según la extensión de las estructuras 
afectadas propuesta por este autor (3). 
 
Tabla 1: Clasificación resumida de los Síndromes de Sobrecrecimiento.  
1. Síndromes de sobrecrecimiento generalizados 
 Bannayan-Riley Rubalcaba  
 Beckwith-Wiedemann 
 Cantú  
 Costello 
 Displasia epifisaria hemimélica 
 Elejalde  
 Enamel-Renal  
 Esclerosteosis 1 
 Fryer 
 Malan (Sotos tipo 2) 
 Marshal-Smith  
 MOMO 
 Mutaciones en la familia de 
genes PP2A 
 Mutaciones en mTOR (Síndrome de Smith-
Kingsmore) 





 Síndrome 15q26 
 Síndrome de deleción 17q11.2, 1.4-Mb 
 Síndrome de microdeleción 19p13.13 
 Sobrecrecimiento no sindrómico (con/sin DI) 
 Tatton-Brown-Rahman  
 Tenorio  
 Weaver 
2. Síndromes de sobrecrecimiento segmentario 
A. Espectro de sobrecrecimientos asociados a PIK3CA: 
 CLOVES 
 Hemihiperplasia lipomatosa múltiple 
 Hemihipertrofia muscular 
 Hemimegalencefalia / 
Megalencefalia displásica 
 Klippel-Trenaunay 
 Macrocefalia-Malformación Capilar 
 Macrodactilia 
 Patologías de la piel: nevus epidérmico, 
queratosis seborreica, queratosis liquenoide 
benigna 
 Sobrecrecimiento fibroadiposo / Lipomatosis 
infiltrativa facial 
B. Otros sobrecrecimientos segmentarios 
 CLAPO* 




 Neurofibromatosis Tipo 1 en mosaico 
 Neurofibromatosis Tipo 2 en mosaico 
 Proteus 
Se han dividido en sobrecrecimientos generalizados y parciales, siguiendo la clasificación propuesta por 
Weaver (3), y actualizada por el Dr. Tenorio en su tesis doctoral (4). * En febrero de 2018 nuestro grupo 




Los SSC suelen ir acompañados de otras características clínicas como pueden ser 
dismorfia facial, discapacidad intelectual, anomalías congénitas múltiples y un riesgo 
incrementado de presentar neoplasias (5). Las anomalías vasculares también suelen ser una 
característica clínica importante y frecuente en un amplio número de SSC. Las malformaciones 
vasculares, vistas de forma aislada, engloban un grupo heterogéneo de lesiones que, según la 
Sociedad internacional para el estudio de anomalías vasculares (ISSVA, por sus siglas en inglés), 
pueden ser capilares, venosas, arteriovenosas, linfáticas o diversas combinaciones de ellas (2). 
La clasificación de la ISSVA de 2014 (Tabla 2), recientemente actualizada por McCuaig (6), 
introduce un apartado específico para aquellas malformaciones vasculares asociadas a otras 
anomalías, como pueden ser los sobrecrecimientos, principalmente de tipo segmentario. De 
esta forma, queda patente la importante coocurrencia de los sobrecrecimientos y las 
malformaciones vasculares en diferentes tipos de síndromes.  
 
Una forma de clasificar los SSC asociados a malformaciones vasculares es 
discriminando según su origen en alteraciones cromosómicas, epigenéticas o génicas. Éstas 
últimas pueden presentarse de forma tanto germinal/constitutiva (en todas las células del 
cuerpo) como somática (debido a alteraciones post-cigóticas). Estas alteraciones génicas 
pueden involucrar a un amplio número de genes diferentes. Sin embargo, en este grupo de 
patologías se ha visto que las principales alteraciones moleculares se encuentran en genes que 
pertenecen a la ruta de señalización PI3K/AKT/mTOR. 
 
Tabla 2: Malformaciones vasculares asociadas a sobrecrecimiento según la clasificación de 
2014 de la ISSVA.  
Malformaciones vasculares asociadas a sobrecrecimiento 
Síndrome de Klippel-Trenaunay MC + MV +/- ML + Sobrecrecimiento de 
extremidades 
Síndrome de Parkes-Weber  MC + FAV + Sobrecrecimiento de extremidades 
Síndrome de Sturge-Weber  MC faciales y leptomeningias + afectación ocular 
+/- sobrecrecimiento óseo y de tejidos blandos 
Macrocefalia-Malformación Capilar MC facial y corporal + sobrecrecimiento 
Síndrome CLOVES ML + MV + MC +/- MAV + sobrecrecimiento 
lipomatoso 
Síndrome Proteus MC, MV y/o ML + sobrecrecimiento somático 
asimétrico 
Síndrome de Bannayan-Riley-Ruvalcaba MAV + MV + macrocefalia + sobrecrecimiento 
lipomatoso 
Modificado de (7). La primera columna corresponde al nombre del síndrome y la segunda a sus 
características clínicas. Abreviaturas: MC: Malformación Capilar; MV: Malformación Vascular; ML: 




1.2 Ruta de señalización celular PI3K/AKT/mTOR 
Durante el desarrollo embrionario es muy importante la coordinación entre los 
procesos de proliferación, diferenciación y supervivencia celular, en los que intervienen 
numerosos factores y rutas moleculares. Las alteraciones en rutas celulares críticas pueden ser 
letales en el embrión, o causar una patología (8). Entre este tipo de rutas principales se 
encuentra la ruta PI3K/AKT/mTOR.   
La activación de esta ruta se produce como consecuencia de la unión de un factor de 
crecimiento a un receptor de tirosina-quinasa, el cual activa a fosfatidilinositol-3 quinasa 
(PI3K), que fosforila el fosfatidilinositol (4-5)-bifosfato (PIP2) a fosfatidilinositol (3,4-5)-
trifosfato (PIP3), en una reacción que es antagonizada por la proteína PTEN. Asociado a la 
membrana, PIP3 facilita la localización y la fosforilación de PDK1, que activa a AKT mediante 
fosforilación de su residuo Thr308 (9). Asimismo, AKT es activado por la fosforilación de su 
Ser742 a través del complejo mTOR (mTOR2). Posteriormente, AKT inhibe el complejo proteico 
TSC1/TSC2, que a su vez sirve como inhibidor del complejo mTOR1 (8), regulando así procesos 
de síntesis de proteínas, crecimiento y supervivencia celular (Figura 1), procesos en los cuales 
la ruta PI3K/AKT/mTOR es fundamental. La activación anormal de esta vía conduce a una 
respuesta proliferativa y antiapoptótica que se relaciona con el desarrollo de múltiples tipos de 
cáncer. Por este motivo, su estudio es crucial para el entendimiento de los procesos de 
carcinogénesis. Algunos ejemplos de cánceres relacionados con alteraciones moleculares en la 
vía de PI3K/AKT/mTOR son: leucemia mieloide aguda, cáncer de colon, glioblastoma, cáncer de 
próstata, cáncer de mama, cáncer gástrico, carcinoma pancreático, o cáncer de pulmón (10-
15). Además de estar relacionadas con cáncer, las mutaciones en los genes de esta ruta 
también han sido descritas como causantes de algunos SSC (16, 17): Síndrome Proteus (AKT1) 
(18), Síndrome de Bannayan-Riley Ruvalcaba (PTEN) (19), Síndrome de Megalencefalia-
polimicrogiria-polidactilia-hidrocefalia (AKT3 y PIK3R2) (20), Espectro de sobrecrecimientos 
asociados a PIK3CA (PROS; PIK3CA) (20), Síndrome de Smith-Kingsmore (mTOR) (21, 22), 
hemihiperplasia asociada a hipoglucemia (AKT2) (23), y síndrome de Tenorio (RNF125) (24), 
entre otros. En el caso del espectro PROS, en el que se incluyen varios síndromes asociados a 
sobrecrecimiento y malformaciones vasculares con características clínicas solapantes, las 
mutaciones en PIK3CA ocurren como un evento post-cigótico, causando mosaicismo somático, 
por lo que el espectro fenotípico dentro de este grupo varía en severidad y localización 






Figura 1: Ruta de señalización celular PI3K/AKT/mTOR. Las flechas azules significan activación, mientras 
que las rojas significan inhibición. Modificado de (22).  
 
1.3 PIK3CA 
PIK3CA (MIM# 171834) son las siglas correspondientes a “Phosphatidylinositol-4,5-
Bisphosphate 3-Kinase Catalytic Subunit Alpha”. Como bien indica su nombre, PIK3CA 
(localizado en el cromosoma 3q26.32) codifica la subunidad catalítica p110α de PI3Kα, una 
quinasa lipídica heterodimérica localizada principalmente en la membrana plasmática, que 
interviene en la comunicación celular y transducción de señales, y que consta además de una 
subunidad reguladora p85α, codificada por el gen PIK3R1. La subunidad p110α está compuesta 
por cinco dominios: un dominio de unión-adaptador (ABD), un dominio de unión a Ras (RBD), 
un dominio C2, un dominio helicoidal y un dominio quinasa (25, 26). Las primeras mutaciones 
identificadas en el gen PIK3CA, en su mayoría (~75%) localizadas en el dominio quinasa, 
estaban relacionadas con cáncer (27). La alta prevalencia de mutaciones en PIK3CA en 
cánceres tan diversos como el colorrectal, de mama, gástrico o carcinomas hepatocelulares 
convierte a este gen en el oncogén humano más frecuentemente mutado (17, 26). Aunque se 




mutaciones más comunes o “hotspots” son las variantes p.Glu542Lys, p.Glu545Lys e 
p.His1047Arg. Los estudios funcionales han demostrado que las variantes en estos hotspots 
incrementan la actividad quinasa lipídica de PI3Kα en comparación con la proteína nativa 
(mutaciones de ganancia de función: gain of function (GOF)), y por lo tanto estimulan el 
crecimiento (26, 29, 30). 
A pesar de la conocida implicación del gen PIK3CA en cáncer,  no fue hasta el año 2012 
cuando fue descrita su implicación en SSC segmentarios, en lo que posteriormente se ha 
denominado como el espectro PROS (PIK3CA-Related Overgrowth Spectrum) (20, 31-33). Hasta 
el momento, en el gen PIK3CA han sido identificadas 55 variantes diferentes causantes del 
espectro PROS, siendo igual de prevalentes los mismos hotspots que aparecen en los casos de 
cáncer. Las mutaciones en PIK3CA asociadas a sobrecrecimiento segmentario son de novo y se 
producen en forma de mosaicismo somático, es decir, como un evento post-cigótico. Este 
mecanismo tiene implicaciones tanto en el asesoramiento genético de los individuos afectados 
(dependiendo de si hay afectación o no de la línea germinal), como en la elección de la 
metodología adecuada para el diagnóstico molecular. Las variantes patogénicas en PROS se 
encuentran en la mayoría de los casos únicamente en los tejidos afectados (34) y con 
frecuencia en forma de mosaicos bajos, por lo que las técnicas clásicas de detección de 
variantes (secuenciación Sanger) a partir de ADN constitutivo (sangre periférica) no son 
eficaces. Por ello, el diagnóstico molecular se debe realizar, en la mayoría de los casos, en 
muestras de tejido afecto, y mediante técnicas de secuenciación de alto rendimiento, como la 
secuenciación masiva, que permitan además la detección de variantes que se presentan como 
mosaicos bajos (35). Por otro lado, el estudio de PIK3CA tiene una complejidad añadida, ya que 
sus exones 10 al 14 comparten un 95% de homología con otra región del genoma localizada en 
el cromosoma 22 (36), con lo que para el análisis de dicha región se debe comprobar que 
realmente se está estudiando el gen PIK3CA y no la región homóloga del genoma.  
 
1.4 Mosaicismo somático 
El mosaicismo somático (Figura 2) se define como la presencia en un mismo individuo 
de dos o más poblaciones celulares genéticamente diferentes, todas ellas derivadas de una 
única célula (35). El mosaicismo puede ser causado por mutaciones en el ADN, alteraciones 
epigenéticas, anomalías cromosómicas y reversiones espontáneas de mutaciones heredadas 
(37). Según la base genética sobre la que se origina, el mosaicismo somático puede clasificarse 
como tipo I o tipo II (38). El mosaicismo de tipo I es causado por mutaciones post-cigóticas en 




origina por una alteración post-cigótica que aparece sobre una alteración no segmentaria 
previa (39), de forma que la afectación segmentaria es mucho más pronunciada, y su aparición 
puede preceder a la aparición de lesiones diseminadas del mismo fenotipo por meses o años. 
(38-40). La hemimegalencefalia (el incremento de tamaño asimétrico de un hemisferio 
cerebral) sería un ejemplo de mosaicismo tipo I (31, 40, 41), mientras que los neurofibromas 
plexiformes que aparecen en pacientes con Neurofibromatosis tipo I serían un ejemplo de 
mosaicismo de tipo II (39).  
Dependiendo del estadio durante el desarrollo embrionario en el que tenga lugar la 
mutación, y el número y tipo de células que afecte, el fenotipo clínico resultante será más o 
menos extenso (42, 43). En términos teóricos, las mutaciones que ocurren durante la primera 
división mitótica, darán lugar a individuos con aproximadamente la mitad de las células 
afectadas (44). Aunque el mosaicismo más evidente y fácil de estudiar es el que tiene lugar en 
la piel (45), no es el único, y cualquier otro órgano del cuerpo puede verse afectado. 
Fenotípicamente, el mosaicismo somático puede manifestarse como alteraciones epiteliales 
simples, diseminadas o parcheadas, o puede seguir patrones segmentarios derivados del 
desarrollo embrionario, como ocurre con los patrones asociados a las líneas epiteliales de 
Blaschko, la distribución tipo tablero de ajedrez, la distribución filoide o la distribución 
parcheada sin separación de la línea media del cuerpo (Figura 2) (46). 
Según el tipo de tejido afectado, el mosaicismo puede también clasificarse como 
puramente somático (si no involucra a las células de la línea germinal), gonadal (si está 
únicamente en las células germinales que dan origen a los óvulos o espermatozoides), o una 
combinación de ambos, a lo que se ha denominado como mosaicismo gonosomal (Figura 2). 
Cuando un tipo de mutación específica sólo es detectada en forma de mosaicismo somático, 
como ocurre con la mayoría de variantes de ganancia de función en el gen PIK3CA, se asume 
que en general su estado heterocigoto constitutivo (en todas las células del individuo) no es 
compatible con la vida. Por ello, aunque en casos de mosaicismo gonadal o gonosomal, el 
riesgo teórico de transmisión a la descendencia es del 50%, en la práctica estos embarazos por 
regla general no son viables y por lo tanto las mutaciones no son transmisibles (47). La única 
excepción es cuando la dirección del cambio es la contraria, es decir, cuando se produce un 
mosaicismo por recuperación de una mutación constitutiva, un mecanismo poco conocido y 
actualmente más asociado a patologías dermatológicas en las que se detectan clones de piel 
normal en individuos con afectación generalizada causada por mutaciones germinales, que se 





Figura 2: Representación esquemática del mosaicismo y patrones de mosaicismo cutáneo. El 
mosaicismo puede ser: puramente somático (A), gonosomal (B) y gonadal (C). Existen patrones de 
mosaicismo somático en relación al modo de presentación en la piel: las líneas de Blaschko estrechas (D) 
y anchas (E), la distribución tipo tablero de ajedrez (F), la distribución filoide (G) o la distribución 
parcheada sin separación de la línea media (H). Modificado de Biesecker y Spinner 2013 (47). 
 
1.4.1 Detección de mosaicismo somático 
El estudio de las variantes en mosaico es complejo, por lo que es necesario el uso de 
técnicas que permitan detectar porcentajes muy bajos de células portadoras de una variante. 
La presencia de bajos porcentajes de variantes en el ADN puede deberse, entre otras cosas, a 
la forma de obtención de las muestras de estudio. En el mosaicismo somático, el tipo de 
muestra a analizar debe ser “tejido afecto”, algo que no siempre es fácil de definir 
clínicamente. Sin embargo, su obtención supone una intervención agresiva (normalmente 
biopsia), no siempre necesaria dentro del tratamiento rutinario del paciente. Por otro lado, en 
la mayoría de los casos las células afectadas no se corresponden con el total de las células que 
integran el tejido en estudio, e incluso pueden representar un porcentaje muy bajo, 
difícilmente detectable sin la tecnología adecuada (43). Por este motivo, las técnicas 
tradicionales como la secuenciación Sanger, no son buenas para la detección de este tipo de 
variantes que se presentan en mosaicos bajos, ya no sólo por el rango de detección, que debe 
ser superior al 20% en la secuenciación Sanger, sino porque no permite el estudio de múltiples 
genes en un solo experimento en aquellos casos en los que el diagnóstico clínico sea dudoso o 




La aparición de la técnica de secuenciación masiva hace ya más de una década, ha 
revolucionado el estudio de la genética humana. Esta técnica (también llamada “Next 
Generation Sequencing” -NGS-, o “massive parallel sequencing”), a diferencia de la 
secuenciación Sanger, se caracteriza por ser capaz de leer un gran número de secuencias de 
ADN en una única reacción, y poder mostrar los cambios genotípicos molécula a molécula (51). 
Asimismo, permite obtener un gran número de lecturas de cada base/nucleótido del ADN 
estudiado, lo que permite calcular con una mayor fiabilidad el porcentaje de mosaicismo de 
una muestra/tejido estudiado. Este hecho es el que convierte esta técnica en la mejor opción 
para la detección de variantes en mosaico. 
En un experimento típico de NGS el ADN de interés es extraído, fragmentado, 
seleccionado y secuenciado hasta producir un gran número de lecturas. Esta información, con 
sus respectivos parámetros de calidad, es utilizada para alinear las lecturas obtenidas con la 
secuencia del genoma de referencia. Las diferencias de nucleótidos encontradas entre las 
lecturas obtenidas y la secuencia de referencia son anotadas como variantes. Además, el 
número de lecturas alineadas contra regiones concretas del genoma puede utilizarse para 
inferir cambios en el número de copias (43). Aunque debido a deficiencias técnicas y 
bioinformáticas, actualmente las grandes delecciones y duplicaciones genómicas se pueden 
ver con una mejor resolución mediante otras técnicas como los microarrays-CGH o de SNPs, la 
NGS cada vez más permite estudiar de forma fiable este tipo de alteraciones en el diagnóstico 
asistencial de rutina. 
En el caso de las variantes en mosaico, además de su identificación, es importante la 
cuantificación teórica del número de células afectadas, mediante el cálculo del número de 
lecturas que presenta la variante (alelo alternativo), pues nos ayudará a saber más acerca de la 
extensión de la variante, así como hacer inferencias sobre el momento durante el desarrollo 
embrionario en el cual se produjo dicha mutación (43).  
Además de la NGS, existen otras técnicas capaces de detectar variantes específicas en 
mosaico, como son la pirosecuenciación y la droplet digital PCR (ddPCR). La pirosecuenciación 
es una técnica de genotipado basada en la síntesis “de novo” a tiempo real (52-54), que nos 
permite monitorizar de forma cuantitativa la incorporación de nucleótidos a través de la 
conversión enzimática de un pirofosfato liberado en una señal luminosa proporcional (55). En 
la figura 3, se representa cómo el pirofosfato liberado (PPi) tras la incorporación de cada 
nucleótido es utilizado por la enzima sulfurilasa, produciendo ATP, que a su vez es utilizado por 
una luciferasa en la conversión de luciferina en oxiluciferina, produciendo así un pico de luz 
que es medido y reflejado en el pirograma resultante. La altura del pico varía en función del 








Figura 3: Esquema del proceso de pirosecuenciación.  En azul aparecen las enzimas que intervienen a lo 
largo del proceso. 
 
Otra técnica desarrollada más recientemente, es la ddPCR, que es capaz hacer la 
cuantificación absoluta de ácidos nucleicos en una muestra (58). Esta técnica es utilizada para 
la cuantificación absoluta de alelos, para la detección de variantes en mosaicos bajos, para el 
análisis de variaciones en el número de copias, para detectar y cuantificar el grado de 
metilación en una secuencia de ADN y para la detección de pequeñas cantidades de ADN fetal 
(59, 60) en una muestra de sangre materna (61), todo ello con una cantidad inicial de ADN muy 
baja. Debido a su gran sensibilidad y exactitud, es una técnica muy útil en el estudio de las 
variantes específicas en muestras de tejido afecto, y muestras en las que la cantidad y calidad 
del ADN obtenido no siempre son las deseables (62). Sin embargo, no se puede emplear como 
técnica de rastreo  de variantes, ya que únicamente permite analizar una posición genómica 
por experimento. Como se muestra en la figura 4, la ddPCR se basa en la generación de miles 
de gotas (63) en las cuales se produce una amplificación individual, que después será 







Figura 4: Esquema representativo de los pasos para realizar droplet digital PCR. Consiste en un primer 
paso de preparación de la muestra (ADN + master mix + sondas TaqMan específicas para cada variante + 
agua destilada) y generación de gotas gracias a la utilización de un aceite específico y un aparato 
diseñado para ello; un segundo paso de realización de PCR a una temperatura específica para cada 
sonda y lectura de las gotas mediante la medición de la fluorescencia en dos canales diferentes (VIC 
para la secuencia nativa y FAM para la secuencia mutada); y por último un tercer paso de análisis de 
resultados visualizando los canales por separado (en una dimensión) o en conjunto (visualizador de dos 
dimensiones), así como cuantificando las gotas que tienen incluido FAM o VIC en su interior. 
 
1.5 Espectro de sobrecrecimientos asociados a PIK3CA 
El espectro de sobrecrecimientos asociados a PIK3CA, también conocido como PROS, 
incluye un amplio grupo de patologías, originalmente consideradas como entidades 
diferenciadas, pero que actualmente se agrupan bajo la misma denominación. La decisión de 
agrupar un amplio número de entidades que a priori son clínicamente distintas, aunque 
compartan cierto solapamiento fenotípico, fue el hecho de que todas ellas son causadas por 
mutaciones somáticas de ganancia de función en el gen PIK3CA (42). Este mecanismo, el 
mosaicismo somático (Figura 2), explicaría la clínica tan variable que se puede encontrar en 
PROS. Como se puede observar en la tabla 3, el espectro PROS se puede dividir en A) fenotipos 
sindrómicos, complejos y con un alto grado de afectación, como son el Síndrome de 
Macrocefalia-Malformación Capilar (MCAP – MIM #602501), el Síndrome CLOVES (MIM 
#612918) o el sobrecrecimiento fibroadiposo (FAO) y B) fenotipos aislados y compromiso 
menos extenso como la macrodactilia (MIM #155500) o las malformaciones linfáticas aisladas. 
Clínicamente, PROS se caracteriza por un sobrecrecimiento congénito o de aparición temprana 
en la infancia, de aparición esporádica (sin historia familiar) y distribución en mosaico. Estas 




muchos de los pacientes muestran progresión de la enfermedad, no es una característica 
ineludible, y hay pacientes con características aisladas (42, 64, 65).  
 
Tabla 3: Espectro de sobrecrecimientos asociados a PIK3CA (PROS).  
Tipo de PROS Principales características clínicas 
Sindrómicos: con afectación de múltiples órganos 
Macrocefalia-Malformación Capilar Megalencefalia o hemimegalencefalia, 
polimicrogiria, herniación de las amígdalas 
cerebelosas, ventriculomegalia, malformaciones 
vasculares (típicas en la línea media facial), 
sobrecrecimiento segmentario, sindactilia, 
polidactilia, alteraciones del tejido conectivo. (66) 
CLOVES Sobrecrecimiento lipomatoso en tronco y 
extremidades, malformaciones vasculares y 
linfáticas, anomalías esqueléticas como escoliosis 
y nevi epidérmicos. (67, 68) 
Klippel–Trenaunay* Varias combinaciones de malformaciones 
capilares, venosas y linfáticas asociadas con 
sobrecrecimiento de extremidades. (69-71) 
Hemihiperplasia múltiple lipomatosa Asimetría moderada y sobrecrecimiento con 
múltiples lipomas (72). 
Sobrecrecimiento fibroadiposo Sobrecrecimiento progresivo de tejido 
fibroadiposo  subcutáneo, muscular y visceral 
junto con sobrecrecimiento esquelético. Pueden 
presentar también malformaciones vasculares 
cutáneas (8, 32).   
Lipomatosis infiltrativa facial Sobrecrecimiento hemifacial con infiltración de 
tejidos blandos, hipertrofia ósea, macrodontia, 
hemimacroglosia, erupción prematura de los 
dientes y neuromas mucosos (73, 74). 
Anomalías vasculares fibroadiposas Infiltración fibroadiposa del músculo, flebectasia  
inusual con dolor, y contractura de la extremidad 
afectada (8, 75). 
Características aisladas: específicas de tejido  
Macrodactilia  Sobrecrecimiento de uno o varios dedos. (33, 42). 
Hemihiperplasia muscular Sobrecrecimiento muscular localizado y no 
progresivo (76). 
Malformaciones linfáticas aisladas Canales linfáticos dilatados o quísticos en 
cualquier localización (8, 75, 77). 
Hemimegalencefalia, megalencefalia displástica, 
displasia cortical focal tipo IIa 
Malformaciones de la corteza cerebral 
normalmente asociadas a epilepsias (8, 40, 78) 
Patologías de la piel: Nevus epidérmico, 
Queratosis seborreica 
Lesiones epiteliales benignas causadas por un 
crecimiento excesivo de células en la capa más 
externa de la piel (79).  
Queratosis liquenoide benigna Lesiones cutáneas solitarias y benignas, en forma 
de pápula o placa marrón o rojiza (8, 80). 
Clasificación en sindrómicos o aislados, y resumen de sus características principales. Modificado de (8). *En el 
año 2015, KTS fue propuesto para incluirse en el espectro PROS (81) por identificarse variantes en PIK3CA en 
un grupo de pacientes con este diagnóstico (9, 75); sin embargo, en la actualidad aún existe cierta 




La primera descripción de variantes de ganancia de función en el gen PIK3CA como 
causantes de las patologías de lo que ahora conocemos como PROS, se hizo en tres artículos 
publicados en el mismo número de la revista Nature Genetics en el año 2012. En uno de estos 
trabajos Rivière y colaboradores identificaron 15 variantes en el gen PIK3CA en 23 pacientes 
con MCAP, en su mayoría post-cigóticas (87%, 20/23) (20). Otro de los estudios describía seis 
pacientes con diagnóstico clínico de CLOVES, y variantes en PIK3CA en tejido afecto, cuyo 
porcentaje de mosaicismo, calculado por el número de lecturas obtenidas al realizar NGS 
variaba desde 3 a 30% (9). El tercer artículo, describía la detección, en muestras de tejido 
afecto, de variantes en PIK3CA como causantes de Macrodactilia en cinco pacientes (33).  
A partir de estas primeras publicaciones, el número de patologías sindrómicas o 
manifestaciones aisladas asociadas a mutaciones somáticas en el gen PIK3CA fue aumentando 
rápidamente. La disparidad fenotípica, explicada por el mecanismo del mosaicismo somático, 
hizo entonces necesario realizar una revisión completa de las características clínicas y criterios 
diagnósticos del espectro PROS. Por ello, en el año 2015 se estableció un protocolo de 
diagnóstico (Tabla 4) cuyos criterios dependen de si la afectación clínica es de tipo sindrómica 
(categoría A) o se trata de características aisladas (categoría B). De esta forma, se 
establecieron recomendaciones que han permitido armonizar los criterios y métodos para 
realizar el diagnóstico molecular de este diverso grupo de patologías. También permitió 
agrupar todas las entidades descritas en la tabla 3, resaltando el hecho de que se trata de un 
espectro continuo en el que en ocasiones no se puede distinguir entre unas entidades y otras 
debido al solapamiento fenotípico (Figura 5) (42).  
 
 
Cada uno de los síndromes por separado dentro del espectro PROS es poco frecuente, 
menos de 5 casos por cada 10.000 habitantes por lo que cumplen la definición canónica de 
enfermedad rara que establece la Unión Europea, y por lo tanto no tiene frecuencia o 












Tabla 4: Criterios establecidos para el diagnóstico de pacientes del espectro de 
sobrecrecimientos asociados a PIK3CA. Modificado de (42). 
Criterios diagnósticos en PROS 
Requerido: 
 Presencia de mutación somática en PIK3CA (si no se detecta mutación, considerar como 
diagnóstico presuntivo de PROS). 
 Sobrecrecimiento congénito o de inicio temprano en la infancia 
 Distribución en mosaico 
 Esporádico (sin historia familiar) 
Otras características según categoría: 
A. Formas sindrómicas: (requerido dos o más características) 
 Sobrecrecimiento: adiposo , muscular, nervioso y/o esquelético 
 Malformaciones vasculares: capilares, venosas, arteriovenosas y/o linfáticas 
 Nevus epidérmico 
B. Formas aisladas  
 Malformaciones linfáticas aisladas 
 Macrodactilia aislada o sobrecrecimiento en manos/pies, o extremidades. 
 Sobrecrecimiento adiposo en tronco 
 Hemimegalencefalia (bilateral) / Megalencefalia displástica / Displasia cortical focal 
 Nevus epidérmico 
 Queratosis seborreica 





Figura 5: Espectro fenotípico de los sobrecrecimientos asociados a PIK3CA.  Se trata de un espectro 
continuo, en el que la severidad fenotípica así como la especificidad de tejido varían en función del 
momento en el cual se produce la mutación durante el desarrollo embrionario. Modificado de Kepplel-
Noreuil et al. 2014. (42). Abreviaturas: BLK: Queratosis liquenoide benigna; CLOVES: Síndrome CLOVES; 
DMEG: megalencefalia displástica; EN: Nevus epidérmico; FAO: Sobrecrecimiento fibroadiposo; 
Muscular HH: Hemihiperplasia muscular; HHML: Hemihiperplasia múltiple lipomatosa; HMEG: 
Hemimegalencefalia; ILM: Malformaciones linfáticas aisladas; MCAP: Macrocefalia-Malformación 




Esta Tesis Doctoral se centra principalmente en el estudio de pacientes con un 
diagnóstico clínico previo de Macrocefalia-malformación Capilar, CLOVES, macrodactilia y 
pacientes con características clínicas solapantes y fenotipo clínico no bien definido, así como 
un grupo reducido de pacientes con diagnóstico clínico de DCMO, por lo que a continuación 
describiremos específicamente estas patologías.  
 
 
1.5.1 Macrocefalia-Malformación Capilar  
La primera descripción de este síndrome se hizo en el año 1997 con el nombre de 
Síndrome de Macrocefalia-Cutis Marmorata Telangiectasia Congénita (83, 84). En el año 2007 
Toriello y Mulliken (85) lo renombraron como Macrocefalia-Malformación Capilar (M-CM), 
debido a que la cutis marmorata telangiectasia congénita descrita originalmente en estos 
pacientes es en realidad una malformación capilar reticulada extensa (86, 87). Asimismo, en 
2012 Mirzaa y sus colaboradores propusieron acuñar el término Megalencefalia-Malformación 
Capilar (MCAP) ya que la macrocefalia es una consecuencia del sobrecrecimiento, simétrico o 
asimétrico, de los hemisferios cerebrales (88). Actualmente, este síndrome está incluido 
dentro del espectro PROS, y aunque en la literatura es más común ver el término MCAP 
propuesto por Mirzaa (42, 72, 89), el término M-MC continúa utilizándose (90). 
Las características clínicas más comunes de este síndrome, presentes en más del 75% 
de los casos descritos, son: macrocefalia (96%), malformaciones capilares (97%), asimetría de 
la cabeza, el cuerpo o la cara (86%), sobrecrecimiento congénito (77%), malformación capilar 
en la línea media facial (glabela, filtrum/surco nasolabial y labio superior) (77%), y alteraciones 
de neuroimagen (85%), entre las que destacan la ventriculomegalia (76%), cavum septum 
pellucidum o cavum septum vergae (71%), herniación de las amígdalas cerebelosas (69%), y 
asimetría cerebral o del cerebelo (53%). De forma también frecuente, en un 25-75% de los 
pacientes, se puede observar retraso en el desarrollo (65%), sindactilia o polidactilia (63%), 
hipotonía neonatal (68%), frente prominente (59%), anomalías del tejido conectivo (como 
hiperlaxitud o hipermovilidad articular) (58%), hidrocefalia (50%) y/o hemimegalencefalia 
(31%) (Figura 6). Otras características menos frecuentes (<25%) son la epilepsia, el 





Figura 6: Principales características clínicas en pacientes con diagnóstico de Macrocefalia-
Malformación Capilar: macrocefalia y frente prominente (A), malformaciones capilares en línea media 
facial (B) y cuerpo (C), hemimegalencefalia (D), sindactilia (E). 
 
 
Algunas de las manifestaciones clínicas presentes en MCAP, son también 
características de otros síndromes, como es el caso de las malformaciones vasculares 
reticuladas y extensas o el sobrecrecimiento asimétrico, que también forman parte de los 
criterios diagnósticos para el síndrome de Klippel-Trenaunay. En el caso de la malformación 
capilar en el labio (figura 6B), en MCAP es característica su presencia en el labio superior, 
extendiéndose por filtrum y glabela. Sin embargo, en otro SSC segmentario de características 
solapantes, llamado Síndrome CLAPO (Capillary malformation of the lower lip, Lymphatic 
malformation predominant on the face and neck, Asymmetry, and Partial/generalized 
Overgrowth) (92), una de las principales características clínicas es la presencia de la 
malformación capilar en labio inferior. Anatómicamente, la afectación diferencial del labio 
inferior o el labio superior es distintiva y es relevante ya que tienen orígenes embriológicos e 
implicaciones clínicas distintas, poniendo además en evidencia cómo se originan los patrones 
de afectación de los mosaicismos somáticos a través de la afectación de diferentes estructuras 
embriológicas. Actualmente, se sabe que CLAPO también está causado por mutaciones de 







1.5.2 Síndrome CLOVES 
El síndrome CLOVES (Congenital Lipomatous Overgrowth with Vascular, Epidermal and 
Skeletal abnormalities) (67) fue descrito por primera vez en 2007 por Sapp y col. en siete 
pacientes con manifestaciones clínicas similares al Síndrome Proteus, pero que no cumplían 
estrictamente los criterios para ese diagnóstico (94), aunque sí tenían algunas características 
solapantes como son la asimetría, las malformaciones vasculares y los nevi epidérmicos (94). El 
síndrome CLOVES se caracteriza por hemihipertrofia y crecimiento de grandes masas 
lipomatosas principalmente en tronco y espalda (aunque también en extremidades), asociado 
a anomalías vasculares (malformaciones vasculares, linfáticas y/o venosas, siendo más 
frecuente la combinación de linfáticas y venosas) especialmente en tronco, y alteraciones del 
esqueleto con diferentes grados de escoliosis y alargamiento de las estructuras óseas pero sin 
distorsión ni progresión. Asimismo, es común la presencia de macrodactilia, manos y/o pies 
grandes, sandal gap (separación entre los dedos primero y segundo de los pies) y asimetría en 
las extremidades (Figura 7). En la primera descripción del síndrome, el término utilizado fue 
CLOVE, y posteriormente se añadiría la S final para resaltar la importancia de la escoliosis y 
otras anomalías esqueléticas (68). Las anomalías viscerales como la hipoplasia o agenesia renal 
también son frecuentes, y puede haber riesgo de desarrollo de tumores de Wilms. Otro rasgo 
típico en pacientes con CLOVES es la aparición de nevus epidérmico lineal (9, 67, 72, 94, 95). 
También se asocia en algunos casos con anomalías del sistema nervioso central (68, 72, 94). 
 
 
Figura 7: Características clínicas principales en pacientes con Síndrome CLOVES: hemihipertrofia y 
asimetría de extremidades (A, B, C, H), crecimiento de masas lipomatosas (C), anomalías vasculares (A, 






El diagnóstico diferencial en CLOVES, además del mencionado Síndrome Proteus 
(causado por mutaciones somáticas en el gen AKT1, que también incrementan la actividad de 
la ruta molecular PI3K/AKT/mTOR), debe incluir también al Síndrome de Klippel-Trenaunay, 
que se caracteriza por malformaciones vasculares asociadas a hipertrofia esquelética y de 




La macrodactilia es una anomalía en la que hay un incremento de tamaño de todas las 
estructuras de los dígitos (96-98), incluyendo tejidos blandos, hueso, nervios y piel (99), y 
puede presentarse tanto en las manos como en los pies (Figura 8) (97, 98, 100, 101). En su 
forma aislada, se trata de una anomalía congénita rara que ocurre en aproximadamente 1 de 
cada 100.000 nacimientos (33, 99), y de la que existen casos descritos de hace más de 100 
años (102).  Además de su presentación aislada, puede encontrarse como parte de un 
síndrome, algo frecuente en CLOVES o Proteus (100, 103). Esta patología puede influir 
gravemente en la función y apariencia de las extremidades; cuando esto ocurre, la resección 
quirúrgica es considerada la primera opción en el tratamiento (104). 
 
 
Figura 8: Macrodactilia en pies (A, B, C) y manos (D), en pacientes antes de ser intervenidos 
quirúrgicamente (A, D) y después de una intervención (B, C).  
 
 
1.5.4 Malformaciones capilares difusas con sobrecrecimiento: DCMO 
DCMO son las siglas correspondientes en ingles a Diffuse capillary malformation with 
overgrowth, o lo que es lo mismo, Malformaciones capilares difusas asociadas a 
sobrecrecimiento. Este término fue propuesto en el año 2013 para englobar a todos aquellos 
pacientes con malformaciones capilares difusas que no cumplían los criterios diagnósticos para 
ser incluidos dentro de síndromes como KTS o MCAP (105). El solapamiento fenotípico que 
existe entre esta patología y otras incluidas en el espectro PROS es evidente, por ello, aunque 
su causa molecular aún se desconoce, se decidió incluir pacientes con esta patología en esta 




En pacientes con DCMO, las malformaciones capilares están presentes al nacimiento, y 
la extensión de las mismas es debido al crecimiento del paciente. Aproximadamente la mitad 
de los pacientes presentan malformación capilar reticulada y/o malformación capilar facial. 
También se puede observar, una marcada línea media para la malformación capilar en 
abdomen y pecho, pero nunca en la espalda (Figura 9). Aparte de las malformaciones 
vasculares, es muy común el sobrecrecimiento de tejidos blandos y huesos, y la mayoría de los 
pacientes tiene únicamente sobrecrecimiento en una extremidad (Figura 9B). Asimismo, 
también se ha relacionado la presencia de hemihipertrofia con una mayor extensión de la 
malformación capilar en estos pacientes (105). Por otro lado, aunque los síndromes con 
hemihipertrofia están más relacionados con el desarrollo de tumores de Wilms, no es el caso 
en pacientes con DCMO (90). 
 
 
Figura 9: Características clínicas principales en pacientes con DCMO: (A) marcada línea media de la 
malformación capilar reticulada en abdomen y pecho, pero no en espalda (B). En B se puede observar 
también cómo el paciente presenta sobrecrecimiento en el lado del cuerpo (pierna izquierda) opuesto a 
donde las malformaciones capilares son más prominentes (pierna derecha). Modificado de (105). 
 
 
Aunque MCAP y DCMO comparten muchas características, como son asimetría facial o 
sobrecrecimiento de extremidades, MCAP puede distinguirse por la hipotonía neonatal o el 
retraso en el desarrollo, entre otras cosas. En el caso de los síndromes CLOVES y Proteus, 
puede distinguirse debido a que el sobrecrecimiento en estos es desproporcionado, mientras 
que en DCMO la hipertrofia es proporcionada. Además, los pacientes con DCMO no presentan 
las complejas malformaciones vasculares típicas de CLOVES, ni tampoco la escoliosis (105). 










2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
  




1. El espectro fenotípico de los pacientes con sobrecrecimiento y malformaciones 
vasculares asociados al gen PIK3CA está mal definido, existiendo un gran solapamiento 
clínico y genético entre los pacientes con características de estas entidades. 
2. Debido a la situación de mosaicismo somático de estas enfermedades, el abordaje 
analítico y los protocolos diagnósticos tanto experimentales como de análisis 
bioinformático no están correctamente estandarizados.  
 
Objetivos 
1. Expansión del fenotipo y genotipo: Evaluar clínica y molecularmente una cohorte de 
pacientes con diagnóstico clínico de Macrocefalia-Malformación Capilar, Síndrome 
CLOVES, macrodactilia aislada, y otros con características clínicas solapantes y fenotipo 
clínico no bien definido, así como una serie de pacientes con DCMO, una entidad 
clínica, de causa desconocida y con características similares al espectro PROS. Todo 
ello, con el objetivo de expandir el espectro fenotípico y genotípico de los síndromes 
de sobrecrecimiento asociados a PIK3CA.  
2. Desarrollo tecnológico: Desarrollar un protocolo experimental y bioinformático de 
secuenciación masiva, confiable y aplicable a la práctica clínica, para el diagnóstico de 
pacientes con síndromes de sobrecrecimiento segmentario asociados a PIK3CA, como 
modelo para el desarrollo de un panel de diagnóstico de NGS que permita detectar 
mutaciones en mosaicos bajos en un grupo ampliado de síndromes del desarrollo 
causados por mutaciones post-cigóticas. 
3. Protocolo diagnóstico: Elaborar un protocolo diagnóstico para pacientes con PROS y 
establecer el tipo de muestra (sangre, saliva o tejido) más adecuada para el estudio de 















3. MATERIAL Y MÉTODOS 
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3.1 Pacientes y muestras 
El estudio se realizó en el Instituto de Genética Médica y Molecular (INGEMM), con el 
apoyo del Centro de Anomalías Vasculares, ambos pertenecientes al Hospital Universitario La 
Paz de Madrid. Los pacientes y muestras incluidos proceden de la mayor parte del territorio 
nacional. El estudio cuenta con una cohorte total de 96 pacientes, incluyendo 35 mujeres y 61 
hombres. Se conoce la fecha de nacimiento de 88 de estos pacientes, incluyendo por tanto el 
estudio 81 niños y 7 adultos mayores de 18 años, con una media de edad de 9,8 años, en un 
rango comprendido entre 1,9 y 42,6 años. Treinta y siete pacientes tenían un diagnóstico 
clínico previo de Macrocefalia-Malformación Capilar, 25 de síndrome CLOVES,  8 de 
macrodactilia aislada, y 5 de DCMO. Otros 19 pacientes fueron remitidos a nuestro centro con 
diagnóstico general de PROS, sin especificar ninguno de los síndromes incluidos en el espectro, 
debido a que presentaban características solapantes. Se incluyeron además, otros dos 
pacientes que habían sido remitidos con una clínica poco clara, pero solapante con las 
características clínicas de PROS (uno con hemihipertrofia aislada y uno con macrocefalia con 
discapacidad intelectual y autismo). Este estudio cuenta con la aprobación del Comité Ético de 
Investigación Clínica (CEIC) del Hospital Universitario la Paz (Referencia PI-1919). Los 
consentimientos informados fueron obtenidos de todos los pacientes incluidos en el estudio, o 
de sus padres/tutores en el caso de pacientes menores de edad.  
Siempre que fue posible, se hizo una evaluación clínica presencial por parte de la 
Sección de Genética Clínica del INGEMM. Se extrajo ADN de las muestras obtenidas de 
linfocitos de sangre periférica de 80 pacientes, saliva de 44 pacientes y tejido afecto (biopsia 
de piel, en la mayoría de los casos) de 51 pacientes (la tabla anexa 1 muestra toda la 
información relativa al tipo de muestra por paciente). Debido a la particularidad y complejidad 
inherente al diagnóstico molecular en pacientes con sospecha de mosaicismo somático, cabe 
destacar que disponíamos de muestra de tejido afecto en 17 pacientes diagnosticados como 
MCAP, 15 pacientes con CLOVES, 5 pacientes con macrodactilia, 4 pacientes con DCMO y 10 
pacientes con características clínicas solapantes. El número total de pacientes de los que se 
disponía de los tres tipos de muestras solicitadas (sangre, saliva y tejido afecto) fue de 32. 
Asimismo, se obtuvo muestra de sangre periférica de los padres de 52 pacientes.  
Se utilizó como tejido afecto muestras de sobrecrecimiento y/o malformación vascular 
obtenidos durante procedimiento quirúrgico programado como parte del tratamiento de 
rutina. Cuando este tipo de muestra no pudo obtenerse, se solicitó explícitamente la 
obtención de biopsias cutáneas a partir de regiones con malformación vascular y/o 
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sobrecrecimiento. En todos los casos se diferenció entre un sobrecrecimiento real y una 
asimetría como consecuencia de una malformación vascular. 
Todas estas muestras fueron procesadas por la Sección de Pre-analítica del INGEMM, 
así como por el servicio de cultivos celulares en el caso de los tejidos, para una posterior 
extracción de ADN. En el caso de las muestras de sangre, la extracción de ADN se realizó por 
métodos rutinarios (Chemagic DNA Blood Kit, PerkinElmer, Alemania); las salivas se 
recolectaron con los kit de Oragene (OG-575) (Genotek, EEUU) y se extrajeron siguiendo el 
protocolo recomendado por el fabricante; las muestras de tejido afecto fresco se procesaron 
según los protocolos estándar, y en algunos casos se procedió a su cultivo celular para 
posteriormente obtener más ADN. Por último, de algunos pacientes únicamente se disponía 
de muestras de tejido embebido en parafina, por lo que se procedió a su corte y extracción 
siguiendo el protocolo estándar. 
 
3.2 Estudios de secuenciación masiva (NGS) 
Se realizaron estudios de NGS en 85 de los 96 pacientes de los cuales se disponía algún 
tipo de muestra de ADN. Para el estudio de las muestras se utilizaron tres paneles de genes 
diferentes. Dos de los tres paneles fueron diseñados dentro de este proyecto específicamente 
para el estudio de pacientes con síndromes de sobrecrecimiento segmentario y anomalías 
vasculares. Los pacientes/muestras en los que no se identificaron variantes patogénicas o 
probablemente patogénicas en estos dos paneles, fueron posteriormente estudiados, gracias a 
una colaboración internacional (y estancia de la doctoranda), con un tercer panel también 
diseñado para el estudio de pacientes con diferentes tipos de Síndromes de Sobrecrecimiento 
y anomalías vasculares.  Este panel fue desarrollado, bajo la dirección del Prof. Leslie 
Biesecker, en de la Sección de Genómica Clínica del Metabolic, Medical Genomics and 
Metabolic Branch -MGMGB-, National Human Genome Research Institute -NHGRI-, National 
Institute of Health -NIH- de Estados Unidos de América. Los detalles del diseño y los genes 
incluidos en este panel son confidenciales, por lo que no se especifican en esta tesis.  
 
3.2.1 Diseño de los paneles de genes 
En primer lugar se diseñó el panel de genes llamado “Mosaicos”, que incluía, además 
del gen PIK3CA, otros 19 genes conocidos por su implicación con sobrecrecimiento 
segmentario y anomalías vasculares: MTOR, NRAS, AKT3, PIK3CA, FGFR3, RASA1, TSC1, GNAQ, 
PTEN, HRAS, PTPN11, KRAS, CCND2, AKT1, DICER1, TSC2, NF1, MAP3K3, PIK3R2 y AKT2. El 
estudio de otros genes además de PIK3CA se hizo con un doble objetivo, ampliar el espectro 
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genotípico de los pacientes con diagnóstico clínico de PROS, y usarlo como prueba de concepto 
en el desarrollo de un panel posterior de diagnóstico que permitiera detectar de forma 
asistencial mutaciones en mosaico bajo en un grupo ampliado de síndromes del desarrollo 
causados por mutaciones post-cigóticas. Se diseñó específicamente para la detección de 
variantes en mosaico. El panel Mosaicos se diseñó para capturar las secuencias de todos los 
exones y las regiones limítrofes intrón-exón (±25 pares de bases) de los genes. En el caso del 
gen PIK3CA, se hizo una captura completa del gen desde 100 pares de bases por delante del 
exón 2 (primer exón codificante) hasta 100 pb por detrás del exón 21 (último exón 
codificante), incluyendo así todas las secuencias intrónicas del gen. El tamaño total del panel 
fue de 116 Kb. La profundidad media de lectura esperada se calculó en 1000x. Con este panel 
se analizaron todas las muestras disponibles hasta Febrero de 2016, fecha del primer corte de 
realización de experimentos. 
 
El segundo panel de genes diseñado, llamado “MALVA” (Malformaciones Vasculares), 
incluyó 108 genes asociados a malformaciones vasculares, conteniendo todas aquellas 
asociadas a sobrecrecimiento: ACVRL1, AGGF1, AKT1, AKT1S1, AKT2, AKT3, ANGPT1, ANGPT2, 
ANGPTL3, ATM, BMP2, CBL, CCBE1, CCM2, CCND2, CDH5, CDKN1A, CDKN1C, COL3A1, CREB3L1, 
CREBBP, DICER1, EGFL7, EGFR, EIF2C2, EIF4E, EIF4EBP1, EIF4G1, ENG, EP300, EPHA3, ERBB2, 
FGFR3, FIGF, FKBP1A, FLT1, FLT4, FOXC2, FOXO1, GAB1, GATA2, GDF2, GJC2, GLMN, GNAQ, 
HIF1A, HRAS, IL6, IL6R, KAT2B, KDR, KIF11, KRAS, KRIT1, MAP2K2, MAP3K3, MAPKAP1, 
MAPK14, MDM2, MLST8, MTOR, NF1, NOTCH1, NPR3, NR3C2, NRAS, NRP1, NRP2, PCDH12, 
PDCD10, PIEZO1, PIK3CA, PIK3R1, PIK3R2, PIK3R3, PIK3R5, PIK3R6, PTEN, PTPN11, PTPN14, 
RAF1, RALGDS, RAP1A, RASA1, RASA2, RASA3, RASA4, RHEB, RICTOR, RPS6KB1, RPTOR, RUNX1, 
RUNX2, SMAD4, SOX18, STAMBP, STRADA, TBC1D7, TCF7L1, TEK, TIE1, TNFSF15, TP53, TSC1, 
TSC2, VEGFA, VEGFB y VEGFC. Posteriormente se diseñó una segunda versión del panel 
(MALVA-V2) para incluir otros cuatro nuevos genes (GNA11, ELMO2, NARFL, CLEC14A) 
descritos en la literatura con posterioridad a la primera versión. Este segundo panel ampliado 
de genes se diseñó con el objetivo de desarrollar un panel diagnóstico definitivo que incluyera 
todas las patologías de estudio de la Sección de Malformaciones Vasculares del INGEMM, 
permitiendo el diagnóstico tanto de mutaciones constitutivas como de mosaicismos 
somáticos. Para este panel, teniendo en cuenta los resultados del panel Mosaicos, sólo se 
capturaron las regiones exónicas y bases colindantes del gen PIK3CA, ya que las regiones 
intrónicas no dieron resultados positivos. El tamaño final de la primera versión fue de 319,846 
Kb y de la segunda versión de 327,06 Kb. Con este panel se analizaron las muestras obtenidas 
con posterioridad a Febrero de 2016, incluyendo como control muestras con resultados 
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positivos y negativos para PIK3CA obtenidos a partir de los estudios con el panel Mosaicos. 
También se utilizaron controles positivos y negativos para otros genes y patologías incluidos en 
el panel MALVA, cuyas características específicas y resultados obtenidos están fuera del 
propósito de esta tesis por lo que no se han incluido en este texto.  
 
Los dos paneles fueron diseñados, capturados y analizados con las mismas 
herramientas, protocolos e instrumentos. Los paneles personalizados se diseñaron utilizando 
el software NimbleDesign (https://design.nimblegen.com) (Roche NimbleGen, Inc. EEUU.): 
Hg19 NCBI Build 37.1/GRCh37.p13, capturando >98% de todas las regiones de interés (RefSeq) 
en el panel Mosaicos y más del 99,7% en el panel MALVA. Tanto MALVA como Mosaicos, 
incluyen en su diseño 26 SNPs con una frecuencia del alelo menor de alrededor de 50%, con el 
fin de utilizarlos como marcadores de identificación correcta de la muestra, lo que se conoce 
como fingerprint (106). Asimismo, se incluyeron 13 regiones para la determinación del sexo de 
la muestra, cinco en el cromosoma X y ocho en el cromosoma Y. 
 
3.2.2 Experimentos de secuenciación masiva 
Para cada muestra, se crearon librerías (paired-end, 2x150 pb) según los protocolos 
estándar KAPA HTP Library Preparation Kit para plataformas Illumina, SeqCap EZ Library SR 
(Roche NimbleGen, Inc. EEUU.) y finalmente NEXTflex-96 Pre Capture Combo Kit (Bio Scientific) 
para el proceso de indexación. Las muestras de ADN capturadas se secuenciaron en el 
instrumento NextSeq™ 500 (Illumina, Inc. EEUU) utilizando un cartucho HIGH v2 300 ciclos, de 
acuerdo con el protocolo operativo estándar.  
En el caso del panel Mosaicos, se incluyeron 43 muestras por experimento, para poder 
obtener una profundidad de lectura esperada de 1000x. Para el panel MALVA, se incluyeron 30 
muestras por experimento para obtener profundidades de lectura superiores a 500x. 
 
3.2.3 Análisis bioinformático 
Todos los análisis bioinformáticos y puesta a punto de herramientas para la detección 
de mosaicos se llevaron a cabo en estrecha colaboración con la Sección de Bioinformática del 
INGEMM. Como prueba de concepto y calibración posterior de las herramientas desarrolladas, 
se realizó previamente la secuenciación de muestras con diluciones seriadas de la proporción 
entre el alelo de referencia y un alelo mutado de una muestra control positiva para una 
mutación patogénica en el gen PTEN. Para ello se utilizó un panel externo previamente 
validado en el INGEMM y que había sido diseñado, capturado y analizado con las mismas 
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herramientas, protocolos e instrumentos que los paneles Mosaicos y MALVA. Con los datos 
obtenidos se establecieron dos protocolos de análisis diferentes, uno para detección de 
variantes constitutivas y otro para variantes en mosaico. Todo ello, utilizando modificaciones 
específicas de herramientas ampliamente utilizadas, validadas por la comunidad científica y de 
libre acceso a su código fuente. 
 
Una vez secuenciadas las muestras correspondientes a los pacientes incluidos en este 
trabajo, los datos generados por el instrumento NextSeq™ 500, en forma de archivos bcl, se 
convirtieron en archivos fastq vinculados utilizando el software bcl2fastq-v2.15.0.4 de Illumina 
(https://github.com/brwnj/bcl2fastq) y pre-procesadas con la herramienta Trimmomatic (107) 
para eliminar del archivo fastq las secuencias de los adaptadores utilizados durante el 
protocolo experimental. Posteriormente, las lecturas se asignaron a su correspondiente región 
del genoma humano hg19/GRCh37 utilizando la herramienta Bowtie2 aligner (108), y las 
lecturas duplicadas de PCR se eliminaron usando Picard MarkDuplicates 
(http://broadinstitute.github.io/picard/). Se realizó una realineación y recalibración posterior 
de lecturas para corregir desajustes debidos a la presencia de INDELs utilizando los métodos 
GATK RealignerTargetCreator/IndelRealigner y BaseRecalibrator, respectivamente. Una vez 
terminado este pre-procesamiento se continuó con los protocolos diferenciados para variantes 
constitutivas y variantes en mosaico. 
 Protocolo para variantes constitutivas: para la detección de las variantes en heterocigosis 
presentes en aproximadamente el 50% de las lecturas obtenidas por NGS, se utilizó una 
combinación de las herramientas  GATK Haplotype Caller (109) y LACONv (publicación en 
preparación), utilizando parámetros de calidad y frecuencia del alelo alternativo estándar.  
 Protocolo para variantes en mosaico: las variantes fueron analizadas con herramientas 
diferentes, disminuyendo los umbrales en los parámetros de calidad y profundidad de 
lectura hasta mínimos establecidos previamente. Esta estrategia permite retener una 
cantidad superior de variantes en mosaicos bajos que el protocolo de variantes 
constitutivas hubiera descartado desde el inicio. A pesar de que muchas de estas variantes 
podrían ser falsos positivos, la estrategia del análisis fue mantener todos los sitios 
multialélicos en el archivo vcf para su posterior consideración, priorización y filtrado. Las 
variantes fueron identificadas con la herramienta samtools mpileup (110) y etiquetadas 
con bcftools v1.3 (https://samtools.github.io/bcftools/bcftools.html). La calidad de 
alineamiento por nucleótido se estableció en 0,7. Posteriormente, este primer archivo 
crudo vcf fue anotado incluyendo la fracción correspondiente al alelo con la variante 
alternativa (AVAF), así como la fracción máxima del alelo con la variante alternativa 
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(MAVAF) en aquellos sitios con más de un alelo alternativo identificado. Las variantes con 
AVAF por debajo del umbral fueron filtradas. Asimismo, el archivo vcf se reformateó 
teniendo en consideración la deconstrucción de los sitios multialélicos, normalizando las 
posiciones con variantes alternativas frente al genoma de referencia. Finalmente, el vcf se 
enriqueció compilando la información obtenida para cada variante en el total de las 
muestras estudiadas en un mismo experimento, permitiendo detectar así falsos positivos 
intra-experimento. Este tipo de falsos positivos, generados por errores de la plataforma de 
secuenciación durante el proceso de amplificación y lectura, no suelen ser relevantes en 
variantes constitutivas ya que suelen estar presentes en un porcentaje bajo de lecturas, 
pero sí deben ser tenidos en cuenta en la detección de mosaicos bajos. Posteriormente, en 
el proceso de análisis y filtrado de variantes, es cuando se realiza una comparación de los 
archivos vcf obtenidos a partir de las muestras de sangre, saliva y tejido afecto de un 
mismo paciente, para determinar el estado constitutivo o somático de las variantes 
candidatas. 
 
Por cada uno de los dos análisis específicos, constitutivo y mosaico, se generó un 
archivo final con las variantes encontradas y anotadas con información de su localización 
cromosómica, tipo de variante, efecto que produce, si afecta al splicing, conservación, 
frecuencias poblacionales y predictores de patogenicidad. También se generó un informe con 
diferentes parámetros de calidad en cada muestra estudiada (número y porcentaje de bases 
con más de 20 lecturas, profundidad media obtenida, número y porcentaje de lecturas 
alineadas correctamente, número y porcentaje de lecturas sin duplicados, y género de la 
muestra). De esta forma, las variantes candidatas son visualizadas junto al archivo bam 
correspondiente, utilizando la herramienta IGV (Integrative Genomics Viewer), para verificar 
las variantes y su correcta anotación. 
 
Por otro lado, el análisis bioinformático aplicado por la Unidad de Bioinformática del 
NIH para el estudio de las muestras estudiadas con el panel externo, se basó en una 
comparación entre las muestras de tejido afecto (biopsia de piel u otros tejidos) y no afecto 
(sangre), generando un único archivo compilado por paciente. Asimismo, cuando se detectó 
una variante en las muestras de un paciente, se realizó un análisis de la posición en la cual se 
situaba dicha variante, en el resto de muestras incluidas en la misma carrera de NGS, para 
verificar la calidad de la región y determinar si se trataba de un falso positivo o la variante 
estaba presente sólo en esas muestras con un mosaico variable. 
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3.2.4 Análisis y filtrado de variantes 
Una vez obtenidos los archivos con las variantes correspondientes a cada muestra, 
tanto con el protocolo constitutivo como con el mosaico, se procedió al filtrado según las 
anotaciones para cada variante. Dado que el único gen hasta la fecha asociado con el espectro 
PROS era PIK3CA, primero se buscaron variantes candidatas en este gen. En caso negativo, se 
procedió al estudio de los demás genes del panel para descartar variantes que pudieran estar 
produciendo fenotipos solapantes con el espectro PROS. En todos los casos las variantes 
fueron excluidas como candidatas y filtradas cuando 1) estaban presentes en >1% de 
frecuencia poblacional en las bases de datos ExaC (http://exac.broadinstitute.org/), 
1000Genomes (http://www.internationalgenome.org/1000-genomes-browsers/), ESP6500 
(https://esp.gs.washington.edu/drupal/), Spanish Variant Server (http://csvs.babelomics.org/) 
y controles internos del INGEMM; 2) una misma variante aparece en más de 10 muestras 
procesadas en el mismo experimento, para descartar falsos positivos originados por errores 
propios de la técnica; 3) la profundidad de lectura de la variante (alelo alternativo) era <5x, por 
encontrarse en el rango de ruido de fondo inherente a la técnica; 4) los predictores de 
patogenicidad (CADD (111), SIFT (112), Polyphen (113), MutAssesor (114), Fathmm (115), VEST 
(116) y MutationTaster (117)) coinciden mayoritariamente en clasificar a la variante como 
benigna; 5) la variante era clasificada como cambio sinónimo en la proteína o corresponde a 
una variante intrónica sin consecuencias para el splicing. 
Las variantes candidatas resultantes fueron visualizadas con el visor IGV, estableciendo 
una frecuencia de alelo alternativo del 2%, con el cual se pudieron ver apiladas todas las 
lecturas obtenidas de una variante frente al genoma de referencia (hg19). También se realizó 
una búsqueda exhaustiva de la variante y su posible consecuencia en la literatura científica. En 
los casos en los que no se detectó ninguna variante candidata, se hizo una segunda 
visualización de todas los nucleótidos de todos los exones del gen PIK3CA en busca de posibles 
variantes que hubieran sido filtradas por presentar rangos de mosaicismo inferiores a los 
establecidos. 
 
3.3 Validación de variantes 
Las variantes encontradas en cada muestra se validaron utilizando tres técnicas 
diferentes en función del porcentaje de lecturas alternativas que se obtuvieron del análisis de 
NGS. 
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3.3.1 Secuenciación Sanger 
La secuenciación Sanger se utilizó para confirmar las variantes presentes en más del 
15% de las lecturas en los datos obtenidos por NGS. Tras una PCR estándar se realizó la 
secuenciación Sanger usando el secuenciador ABI 3730xl de 96 capilares (Applied Biosystem, 
Foster City, EEUU). También se utilizó la combinación de long-range PCR y secuenciación 
Sanger para verificar la ubicación cromosómica en variantes encontradas en regiones con alta 
homología (exones 10 al 14 de PIK3CA) con otra región del genoma (cromosoma 22). La long-
range PCR se realizó según protocolo estándar con reactivos Sigma-Aldrich (EEUU) y enzima 
Expand long range dNTPack de Roche (Alemania). La Tabla 5 muestra los oligonucleótidos 
utilizados para la realización de secuenciación Sanger de las variantes encontradas en los 
genes PIK3CA, AKT3 y mTOR. 
 
Tabla 5: Oligonucleótidos utilizados para la realización de secuenciación Sanger para validar 
las variantes detectadas con NGS en los genes PIK3CA, AKT3, mTOR. 
Gen Nº Exón Oligonucleótido directo (5’3’) Oligonucleótido reverso (3’5’) 
PIK3CA 2.1 GCCTAATCAAGTCAAACTATGGAAA CGAAGGTATTGGTTTAGACAGAAA 
PIK3CA 2.2 CCCCTCCATCAACTTCTTCA TCTAAGTCATCCCACAAATGACA 
PIK3CA 3 TCTACAGAGTTCCCTGTTTGC ATAAGCAGTCCCTGCCTTCA 
PIK3CA 4 TTGGGCTGATTAAAAAGCAT CCTGGGCGAGAGTGAGATT 
PIK3CA 5 CCTTTGCAGATTAATATGTAGTCATAA CGGAGATTTGGATGTTCTCC 
PIK3CA 6 TTAGTGGATGAAGGCAGCAA CTGGCCAGTGCCTAGCTAAT 
PIK3CA 7 TTCCTGTTTTTCGTTTGGTTG CCTGAAGCTCTCCCAAGGTA 
PIK3CA 8 GGGGAAAAAGGAAAGAATGG TTGGCATGCTCTTCAATCAC 
PIK3CA 9 TGGCCAGTACCTCATGGATT GAAGGCAAGCTAGGGCTTTA 
PIK3CA 10 TGGTTCTTTCCTGTCTCTGAAAA ACATGCTGAGATCAGCCAAA 
PIK3CA 11 TCCATTTGCATTTTCCTTTTG TGGAAATAATGTTAAGGGTGTTTTT 
PIK3CA 12 AAAATCAGAAGTTAAGGCAGTGTTTT GCATGGCCGATCTAAAGAAA 
PIK3CA 13 CCAGTAATATCCACTTTCTTTCTGA GGAAAACTCTTCCAGCCAAA 
PIK3CA 14 CCTGAAACTCATGGTGGTTTT GCTGAGAGGCAGTGGAACTT 
PIK3CA 15 ACACAGTGCTGCCAGTCTTG TGAGGGTAGGAGAATGAGAGAGA 
PIK3CA 16 GGATTCCTAAATAAAAATTGAGGTGA TGGCTTTCAGTAGTTTTCATGG 
PIK3CA 17 TTGCTTTCCTGAAGTTTCTTTTG CCAGAGGCAGTAGCAGAGTG 
PIK3CA 18 GGGGAAAGGCAGTAAAGGTC TCAAATATTTCAAAGGTTGAGCA 
PIK3CA 19 TGGAAACTTGCACCCTGTTT GTCAAAACAAATGGCACACG 
PIK3CA 20 TCATGGTGAAAGACGATGGA GTTACCCAGGCTGGTTTCAA 
PIK3CA 21 TGGGGTAAAGGGAATCAAAA ATCAAACCCTGTTTGCGTTT 
AKT3 9 CACGTGAAGCAACAGAGTTTG TTCTTGATCCTACAATACCCCATT 
mTOR 6 AGTGTAGATGGGATGGGCCT CCGGTACACCAGCCATACTT 
mTOR 21 CGCAGACCATGCTCACTACA AATGGGCATCAACCTGTCACT 
mTOR 31 TTTCATATCACAGAGTTAGGCATGG TGTGCACCGTTTTCCTTGG 
mTOR 39 CTGTTCCTCAGCATCGACCTT CAAAGCCCTATCTCAGGCAGT 
mTOR 47 TCTCTTGAATGCAGTGGTGC GCCTCAACCTCTGGAGTTTCT 
 




Las variantes con lecturas del alelo alterativo incluidas en un rango de entre el 5 y el 
15% de lecturas detectadas por NGS fueron confirmadas por pirosecuenciación. Los 
oligonucleótidos de pirosecuenciación (Tabla 6) se diseñaron usando el software PyroMark, la 
reacción se preparó con reactivos QIAGEN, su lectura se hizo con el instrumento Pyromark Q96 
MD (QIAGEN, EEUU), siguiendo el protocolo del fabricante, y los resultados fueron analizados 
con el PyroMark Software (Qiagen, Hilden, Alemania). Para el estudio de variantes situadas en 
los codones 542 y 545 del gen PIK3CA, se utilizaron oligonucleótidos previamente diseñados 
por Baker y colaboradores para evitar amplificar la región altamente homóloga a los exones 10 
a 14 del gen PIK3CA y localizada en el cromosoma 22 (Tabla 7) (118). Además, para el estudio 
de variantes en esta región de alta homología, se comparó la eficiencia entre 
pirosecuenciación realizada directamente en ADN genómico, o pirosecuenciación realizada en 
ADN producto de una long-range PCR previa (según protocolo estándar con reactivos Sigma-
Aldrich (EEUU) y enzima Expand Long Range dNTPack de Roche (Alemania)), diseñada para 
abarcar toda la región desde el exón 10 al 14 de PIK3CA. 
 
Tabla 6: Oligonucleótidos sentido, antisentido y de secuenciación utilizados para la 
validación mediante pirosecuenciación de las diferentes variantes detectadas con NGS en 
PIK3CA, AKT3, mTOR y PTEN.  
Gen Variante Oligonucleótidos:  
sentido, antisentido y de secuenciación 












































































































































































Los oligonucleótidos que están marcados con una flecha con un círculo blanco en el extremo, son 
aquellos que están biotinilados en el extremo 5’. En la secuencia a analizar aparecen los cambios de 
nucleótido marcados con el código de ambigüedad en negrita: K= T/G; M = A/C; R= G/A; S= C/G; W = 
A/T; Y = T/C. 
 
Tabla 7: Oligonucleótidos sentido, antisentido y de secuenciación utilizados para evitar la 
región de homología que presentan los exones 10 al 14 de PIK3CA en el cromosoma 22, así 
como para verificar que no se estaba amplificando dicha región. Modificados de (118). 
Gen Variante 
Oligonucleótidos:  
Sentido, antisentido y de secuenciación 



























Los oligonucleótidos que están marcados con una flecha con un círculo blanco en el extremo, son 
aquellos que están biotinilados en el extremo 5’. En la secuencia a analizar aparecen los cambios de 
nucleótido marcados con el código de ambigüedad en negrita: K= T/G; Y = T/C. 
 
 
3.3.3 Droplet digital PCR (ddPCR) 
Las variantes en PIK3CA encontradas por debajo del 7% de lecturas de NGS se 
validaron por la técnica ddPCR, una técnica relativamente nueva basada en el sistema de 
sondas Taqman. La ddPCR consiste en un primer paso de generar miles de gotas, seguido de 
una PCR de amplificación, y por último un paso de lectura y análisis de resultados (Figura 4). 
Para todo ello se utiliza el sistema QX200 de Bio-Rad (California, EEUU), siguiendo el protocolo 
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establecido para ello, así como los reactivos de la misma casa comercial. Para el estudio de las 
diferentes variantes a validar en este trabajo (c.344G>C; p.Arg115Pro, c.1258T>C; p.Cys420Arg, 
c.1357G>A; p.Glu453Lys, c.1624G>A; p.Glu542Lys, c.1633G>A; p.Glu545Lys, c.2176G>A; 
p.Glu726Lys, c.3129G>A; p.Met1043Ile, c.3139C>T; p.His1047Tyr, c.3140A>G; p.His1047Arg) se 
utilizaron sondas Taqman previamente diseñadas por Applied Biosystems (California, EEUU). Al 
igual que en el caso de la pirosecuenciación, para el estudio de variantes en la región de alta 
homología con el cromosoma 22, se comparó la eficiencia entre ddPCR realizada directamente 
en ADN genómico, o ddPCR realizada en ADN producto de una long-range PCR previa (según 
protocolo estándar con reactivos Sigma-Aldrich (EEUU) y enzima Expand Long Range dNTPack 
de Roche (Alemania).  
Asimismo, esta técnica fue empleada para la búsqueda de las tres variantes más 
frecuentes en PIK3CA descritas en pacientes PROS: c.1624G>A; p.Glu542Lys, c.1633G>A; 
p.Glu545Lys y c.3140A>G; p.His1047Arg. Se realizó el estudio en aquellos pacientes en los que 
no se había detectado ninguna variante previamente con el estudio del panel mosaicos 
mediante NGS, o en aquellos en los que se había recibido nuevas muestras y no habían sido 
estudiadas con dicho panel de NGS. El protocolo empleado para la realización de la técnica es 
el mismo que en el caso de la validación de variantes ya identificadas. 
 
3.3.4 RFLP (de las siglas en inglés Restriction Fragment Length Polymorphism) 
Las variantes detectadas mediante el tercer panel de genes de NGS en EEUU, fueron 
validadas por medio de la técnica RFLP, basada en el reconocimiento de dianas de restricción 
para enzimas de restricción específicas. Esta técnica permite detectar variantes en porcentajes 
bajos. Para el estudio de las variantes encontradas, en primer lugar se realizó el diseño de los 
oligonucleótidos (Tabla 8) (Integrated DNA Technologies, EEUU) con el programa informático  
SeqBuilder Pro (DNASTAR, EEUU), y se siguió el protocolo estándar para la técnica, utilizando 
para la amplificación del ADN un mix que incluía AmpliTaq Gold (Applied Biosystems), el 
oligonucleótido directo marcado con FAM en el extremo 5’ y el oligonucleótido reverso sin 
marcar. El oligonucleótido reverso fue modificado en la posición correspondiente a cada 
variante de PIK3CA a estudiar, para posteriormente utilizar una enzima específica (Tabla 8) que 
cortaba únicamente la secuencia alternativa y no la nativa, pudiendo discriminar así por el 
tamaño de los fragmentos obtenidos. Los fragmentos fueron detectados en el ABI3130 
utilizando un límite mínimo de señal de 100 unidades de fluorescencia relativa (rfu); 
considerando los picos por debajo de este límite como valor de cero. Las áreas por debajo de 
los picos fueron utilizadas para calcular la proporción de producto de PCR alternativo (área de 
Material y Métodos 
55 
 
alternativo/(área alternativo + área nativo)). Cuando fue necesario, se optimizaron los tiempos 
de inyección para una correcta detección de la altura de los picos. 
Finalmente los resultados obtenidos se analizaron mediante el programa informático 
GeneMapper v.4.0 (Applied Biosystems, EEUU). 
 
Tabla 8: Oligonucleótidos diseñados para el estudio de las variantes detectadas en PIK3CA en 
la colaboración con el laboratorio del Prof. Biesecker en EEUU.  
Variante Oligonucleótido directo Oligonucleótido reverso Enzima  
PIK3CA:p.Glu81Lys CTTTAGAATGCCTCCGTGAG CACAAAGTCGTCTTGTTTCATCAAAAAATA SspI-MR 
PIK3CA:p.Cys378Tyr CTATCGAGTGTGTGCATATG ACTTCCTTACCTGGGATTGGAT MseI-MR 
PIK3CA:p.Cys378Arg-1 AGTCTATCGAGTGTGTGCATATG TCCTTACCTGGGATTGGCAC BsssSaI 
PIK3CA:p.Cys378Arg-2 GTGACAATGTGAACACTCAAAGAGTACCG CCAAAGCGCTGGGATTACAGG Acil 
PIK3CA:p.Gln546Lys TACACGAGATCCTCTCTCTG TGCTGAGATCAGCCAAATTCAG Alu1 
PIK3CA:p.His1047Arg CTGAGCAAGAGGCTTTGGAG AGTGTGGAATCCAGAGTGAG BmgB1 
La última columna indica la enzima necesaria para realizar el paso de digestión en el protocolo llevado a 
cabo. 
 
3.4 Estudios funcionales 
En aquellas variantes que fueron detectadas mediante NGS y validadas mediante las 
técnicas descritas previamente, y de las cuales no se sabía cuál era su efecto en la función de la 
proteína, ya fuera por no estar descritas previamente en la literatura (PIK3CA: c.2726T>G: 
p.Phe909Cys), o porque no había ningún estudio que demostrara su efecto (PIK3CA: c.344G>C: 
p.Arg115Pro, PIK3CA:  c.A3062A>G: p.Tyr1021Cys, PIK3CA:  c.3061T>C:p.Tyr1021His), se 
realizaron estudios de mutagénesis dirigida y transfección celular. 
 
Mutagénesis dirigida 
El plásmido utilizado para el estudio de las variantes identificadas en el gen PIK3CA, fue 
el siguiente: PCIG-PIK3CA-Wildtype (Addgene plasmid # 73056 (119)). Este plásmido incluye el 
vector PCIG, así como un clon de cDNA humano de PIK3CA. Además, incluye un gen de 
resistencia a ampicilina, que servirá como marcador de selección, y un gen que codifica la 
proteína GFP, que servirá como control de transfección. El tamaño total del plásmido es de 
9404pb. Debido al gran tamaño de este plásmido, se optó por realizar los experimentos de 
mutagénesis dirigida utilizando un plásmido más pequeño, pBlueScript (Stratagene, EEUU) 
(2916 pb), en el cual se clonó nuestro inserto PIK3CA que estaba incluido en el plásmido PCIG-
PIK3CA-Wildtype, y posteriormente se volvió a clonar el inserto con las variantes de interés en 
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el plásmido inicial. Para ello, se seleccionaron dos enzimas de restricción utilizando el software 
ApE (A plasmid Editor v2.0.53c), las cuales tenían una única diana de restricción tanto en 
nuestro plásmido con el inserto como en el plásmido en el cual introdujimos dicho inserto, y se 
encontraban en la misma dirección y orden para que no hubiera problemas al insertar el 
inserto: XhoI (Diana de estricción: 5’C’TCGAG3’) y XmaI (Diana de restricción: 5’C’CCGGG3’) 
(ambas de New England Biolab, EEUU). Se siguieron protocolos estándar de clonación, hasta 
obtener el plásmido pBlueScript con la secuencia de PIK3CA en su interior (Figura 10). 
Las variantes identificadas en los pacientes, se introdujeron en pBlueScript-PIK3CA 
utilizando el kit de mutagénesis dirigida QuikChange Lightning Site-Directed Mutagenesis Kit 
(Agilent, EEUU), utilizando oligonucleótidos diseñados mediante la herramienta proporcionada 
por la empresa Agilent para dicho kit (Tabla 9) (www.agilent.com/genomics/qcpd). Una vez 
confirmada la presencia de las variantes en los plásmidos mediante secuenciación Sanger 
utilizando oligonucleótidos específicos (Tabla 10), se realizó la digestión de cada plásmido pBS-
PIK3CA, y se clonaron los insertos PIK3CA con las variantes introducidas en el plásmido PCIG, 
con el cual se continuó el proceso de transfección celular. 
 
 
Figura 10: Proceso de clonación llevado a cabo con los plásmidos PCIG-PIK3CA-WildType y pBlueScript 
(pBS). La digestión se llevó a cabo con las enzimas XhoI y XmaI y el buffer CutSmart. Para la ligación se 
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Tabla 9: Oligonucleótidos diseñados para realizar la mutagénesis de las variantes en PIK3CA 
que se estudiaron. 
Nombre Oligonucleótido directo Oligonucleótido reverso 
PIK3CA:Arg115Pro GCAGAAAGGGAAGAATTTCTTGATGAAACAAGACG CGTCTTGTTTCATCAAGAAATTCTTCCCTTTCTGC 
PIK3CA:Phe909Cys GGATACTGTGTAGCTACCTGCATTTTGGGAATTGGAG CTCCAATTCCCAAAATGCAGGTAGCTACACAGTATCC 
PIK3CA:Tyr1021Cys GATGACATTGCATGCATTCGAAAGACCCTAGCC GGCTAGGGTCTTTCGAATGCATGCAATGTCATC 
PIK3CA:Tyr1021His CTTTTGATGACATTGCACACATTCGAAAGACCCTAGCC GGCTAGGGTCTTTCGAATGTGTGCAATGTCATCAAAAG 
PIK3CA:His1047Tyr CAAATGAATGATGCACGTCATGGTGGCTGGCAAC GTTGTCCAGCCACCATGACGTGCATCATTCATTTG 
 
 
Tabla 10: Oligonucleótidos empleados para secuenciar el inserto de PIK3CA incluido en 
nuestro plásmido. 
Nombre Oligonucleótido directo Oligonucleótido reverso 
Inserto PIK3CA_1 CCTCCATCAACTTCTTCAAG CGGTTGCCTACTGGTTCAAT 
Inserto PIK3CA _2 CCAGTAGGCAACCGTGAAGAAAAG TTTGGCAATTCTGGTGAAGA 
Inserto PIK3CA _3 CTTCACCAGAATTGCCAAAGCAC TTCAGAGGATAGCAACATACTTCG 
Inserto PIK3CA _4 GATGCCCAATTTGATGTTGATG CATTCACGTAGGTTGCACAAA 
Inserto PIK3CA _5 CGAACAGGTATCTACCATGGAGG GAGCAAATGGAAAGGCAAAG 
Inserto PIK3CA _6 GGTGTTACTGGATCAAATCC CCTGCGTGGGAATAGCTAAA 
Inserto PIK3CA _7 CGAAATTCTACCCAAATTGC GAACAGCAAAACCTCGAACC 
Inserto PIK3CA _8 CTAATCAAAGGATTGGGCAC CATTGCCTCGACTTGCCTAT 
Inserto PIK3CA _9 GGCTTTCTGTCTCCTCTAAAC GCCGTAAATCATCCCCATTT 
Inserto PIK3CA _10 GTGACTGTGTGGGACTTATTG TCCAATTCCCAAAATGAAGG 
Inserto PIK3CA _11 GTGTAGCTACCTTCATTTTGG CAAAACAAATGGCACACGTT 
Inserto PIK3CA _12 GATGCTTGGCTCTGGAATGC AGCCTGCAGGTCAGTTCAAT 
 
 
Transfección celular  
Los plásmidos que contenían PIK3CA, fueron transfectados en células COS7, las cuales 
provienen de tejido de riñón de mono (Cercopithecus aethiops), y tienen morfología de 
fibroblasto humano. La transfección se llevó a cabo con el kit LipofectamineTM 3000 Reagent 
(Thermo Fisher Scientific, EEUU), siguiendo el protocolo establecido para placas de 6 pocillos, y 
manteniendo las células en medio con 10% de suero fetal bovino, penicilina/estreptomicina y 
fungicida. Para el posterior estudio de fosforilación de AKT por Western Blot, a las 24 horas 
después de la transfección, se cambió el medio de las células a un medio sin suero fetal bovino 
para analizar los resultados en condiciones de ausencia de factores que favorezcan el 
crecimiento celular, y 48 horas después se recogieron las células. A continuación, se llevó a 
cabo la extracción y cuantificación de las proteínas utilizando los protocolos para el kit Instant 
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One ELISA 1X (eBiosciences, EEUU), y para el kit Bio-Rad QuickStar Bradford (Bio-Rad, 
California, EEUU), respectivamente. 
 
Western Blot 
Los estudios mediante Western Blot fueron realizados siguiendo protocolos estándar. 
Los geles utilizados para separar las proteínas fueron NovexTM WedgeWellTM 8-16% Tris-Glycine 
Gel con 15 pocillos de 10mm cada uno (Invitrogen, EEUU). Los lisados de proteínas se 
separaron utilizando SDS/PAGE y se transfirieron a membranas incluidas en el kit iBlot Gel 
Transfer Stacks Nitrocelulose, Regular (Invitrogen, EEUU), siguiendo el protocolo establecido 
para ello. Se bloqueó* la membrana durante una hora a temperatura ambiente con el buffer 
de bloqueo Odyssey con PBS (LI-COR, EEUU) en un agitador orbital con agitación suave, y 
posteriormente se incubó con los diferentes anticuerpos primarios que se utilizaron. Se 
añadieron simultáneamente dos anticuerpos primarios, siendo en la mayoría de los casos la 
forma fosforilada y la forma total de la proteína a estudiar, para poder realizar el cálculo del 
ratio posteriormente: 
 Phospho-Akt (Ser473) (D9E) XP® Rabbit mAb (#4060) y Akt (pan) (40D4) Mouse mAb 
(#2920) 
 Phospho-S6 Ribosomal Protein (Ser240/244) (D68F8) XP® Rabbit mAb (#5364) y S6 
Ribosomal Protein (54D2) Mouse mAb #2317 
Todos ellos obtenidos de Cell Signaling Technollogy (EEUU). 
Tras la incubación, se lavó la membrana con un buffer salino con Tris y Tween 20 (pH 
7.4), y se incubó con los anticuerpos secundarios (anti-rabbit IRDye 800CW (LI-COR, EEUU) y 
anti-mouse IRDye 680LT (LI-COR, EEUU)) durante una hora a temperatura ambiente.  
Los anticuerpos secundarios que se utilizaron llevaban asociados fluoróforos 
infrarrojos, que se detectan en el revelado posterior. De esta manera, la señal que se capta es 
directamente proporcional a la cantidad de proteína.  
 
Las membranas fueron escaneadas en el aparato Odyssey CLX Infrared Imaging System  
(LI-COR, EEUU), el cual permite revelar Western blot detectando la fluorescencia infrarroja 
(120). Asimismo,  es capaz de detectar dos longitudes de onda simultáneamente (en color rojo 
y verde), lo que permitió cuantificar dos proteínas al mismo tiempo (la proteína fosforilada y la 
proteína total). La imagen de anticuerpos IRDye™800 (en nuestro caso correspondiente a la 
proteína fosforilada) se capturó a 800 nm, visualizándose en verde, mientras que la de 
anticuerpos IRDye 680LT se detectó a 680 nm, observándose en rojo. 
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Finalmente, se calcularon las intensidades de cada banda utilizando el programa 
informático Image Studio Versión 5.2 (LI-COR, EEUU). Los valores obtenidos de cada banda 
correspondiente a las proteínas fosforiladas de cada lisado, se normalizaron frente a los 
valores obtenidos en esa misma membrana de las bandas correspondientes a la proteína total 
de esos mismos lisados, obteniendo un ratio (proteína fosforilada/proteína total) en cada caso. 
Por ejemplo, en el caso del estudio de los niveles de fosforilación de AKT, el ratio se calculó 
dividiendo el valor de la proteína fosforilada (pAKT) en cada lisado con la variante 
correspondiente, entre valor de la proteína AKT total (pan-AKT) en esos mismos lisados. Los 
valores de los ratios obtenidos en cada caso, se utilizaron posteriormente para realizar los 
análisis estadísticos pertinentes. 
 
*En el caso del estudio realizado para la proteína GFP (GFP Antibody #2555, Cell 
Signaling technology, EEUU), previamente al bloqueo de membrana, se utilizó el kit REVERTTM 
Total Protein Stain (LI-COR, EEUU) siguiendo el protocolo de la casa comercial, y se escaneó la 
membrana en el aparato Odyssey CLX (LI-COR, EEUU), obteniendo la imagen del total de 
proteínas de cada lisado, que se utilizó posteriormente para normalizar la señal de la proteína 
GFP. Posteriormente, se continuó con el proceso de incubación igual al resto de muestras, con 
la diferencia del uso de un anticuerpo secundario en lugar de dos, por haber incubado la 
membrana previamente con un único anticuerpo frente a GFP. 
 
3.5 Análisis estadísticos 
Para comparar los ratios (proteína fosforilada/proteína total) obtenidos tras el análisis 
de las intensidades de las bandas de los Western blot se aplicó un análisis de pruebas 
paramétricas mediante una t-Student que permite comparar dos muestras independientes 
bajo la premisa de que ambas muestras tienen una distribución normal. Así se compararon los 
niveles de fosforilación de los lisados con las variantes de PIK3CA estudiadas frente al lisado de 
las células con la proteína nativa. Para ello, se utilizó el programa GraphPad Prism 7 (GraphPad 
Software, EEUU). 
  























4.1 Pacientes y muestras.  
Gracias a la combinación de estudios clínicos y moleculares, ha sido posible confirmar 
el diagnóstico clínico inicial en la mayoría de los pacientes (88,5%) y redefinir el diagnóstico 
clínico en 11 de los 96 pacientes estudiados (11,5%).  De estos 11 pacientes, seis (54,5%) 
fueron reclasificados por sus características clínicas y otros cinco (45,5%) debido a los 
resultados moleculares. De los 37 pacientes con un diagnóstico inicial de MCAP, tres 
presentaban características clínicas solapantes con el síndrome CLAPO, por lo que se les 
denominó MCAP/CLAPO, mientras que otros tres pacientes, fueron reclasificados como 
síndrome de Smith-Kingsmore (SKS) con posterioridad a la detección de una variante 
patogénica en el gen mTOR. De los 25 pacientes con un diagnóstico inicial de CLOVES, dos 
presentaban características clínicas solapantes con pacientes MCAP, por lo que se 
reclasificaron como CLOVES/MCAP; asimismo, un tercer paciente fue diagnosticado con un 
trastorno relacionado con alteraciones en PTEN (PHTS, por sus siglas en inglés: PTEN 
Hamartoma Tumor Syndrome) con posterioridad a la detección de una variante patogénica en 
este gen. Debido a la evolución clínica de uno de los cinco pacientes con diagnóstico inicial de 
DCMO (aparición de sobrecrecimiento lipomatoso), éste fue reclasificado como síndrome 
CLOVES. Por último, el paciente que fue remitido como macrocefalia y discapacidad 
intelectual, fue englobado dentro del grupo de pacientes con SKS con posterioridad a la 
detección de una variante patogénica en mTOR.  
Todos los resultados que se presentarán a continuación hacen alusión al diagnóstico 
final establecido durante el trascurso de este proyecto. En los casos con diagnóstico 
modificado por motivo de sus resultados moleculares (cuatro SKS y un PHTS), se hará mención 
expreso de ello utilizando el término reclasificado molecularmente. 
 
4.2 Desarrollo tecnológico 
4.2.1 Panel Mosaicos y panel MALVA 
El desarrollo tecnológico llevado a cabo en esta tesis se hizo gracias al diseño y 
utilización del panel de genes Mosaicos, así como al desarrollo de un protocolo bioinformático 
para la detección de mosaicos bajos.  
Mediante el panel Mosaicos se estudiaron 62 de los 96 pacientes incluidos en la 
cohorte total, los cuales fueron utilizados para estimar los datos de cobertura media de 
lecturas de NGS obtenidas, así como para comparar el número de variantes obtenidas 




Para hacer la estimación de coberturas, se tuvieron en cuenta las muestras de los 62 
pacientes incluidos en el panel, que incluían 62 muestras de ADN procedentes de linfocitos de 
sangre periférica, 29 de saliva, y 41 de tejido afecto. Se realizó un estudio de la distribución de 
la mediana de la cobertura a distintos niveles: 
1. Sin discriminar: distribución de la mediana de la cobertura en las 132 muestras de 
pacientes secuenciadas en el panel Mosaicos (Tabla 11). 
Tabla 11: Resultados de la mediana de cobertura y cuartiles Q1 y Q3 de los datos de NGS 
obtenidos de los pacientes incluidos en el Panel Mosaicos, sin discriminar por tipo de 
muestra. N = 132 muestras. 
Q1 MEDIANA Q3 
430,16 571,85 753,28 
 
2. Discriminando por tipo de muestra: distribución de la mediana de la cobertura para los 3 
tipos de muestra (Sangre, Saliva, Tejido) (Tabla 12). 
Tabla 12: Resultados de la mediana de cobertura y cuartiles Q1 y Q3 de los datos de NGS 
obtenidos de los pacientes incluidos en el Panel Mosaicos discriminando por tipo de muestra 
(sangre, saliva y tejido afecto).  
Tipo de muestra Número muestras Q1 Mediana Q3 
Sangre 62 544,18 628,45 771.33 
Saliva 29 338,72 467,23 730,81 
Tejido 41 227,1 517,16 675,88 
 
La mediana de cobertura obtenida para todos los tipos de muestra en conjunto fue de 
571,85x (Tabla 11). Cuando se discrimina por tipo de muestra, la mediana de cobertura tiene 
unos valores similares, aunque sí se pudo observar que fue mayor en el caso de las muestras 
de sangre, que además presentaban una menor variabilidad (Tabla 12). En las muestras de 
saliva y tejido esta variabilidad era mayor, probablemente debido a la variabilidad propia de 
este tipo de muestras (diferentes tejidos). Aunque el número de lecturas crudas (raw) por 
experimentos se corresponde con lo especificado por la casa comercial para el tipo de 
cartucho e instrumento utilizados, la mediana de cobertura obtenida tras el procesamiento 
bioinformático (571x) fue inferior a la cobertura esperada en el diseñado experimental 
(1000x), debido a una infraestimación inicial del porcentaje de duplicados de PCR generados 
por el instrumento de lectura utilizado (NextSeq500). Estos duplicados son 





Por otro lado, debido al propio diseño de los protocolos bioinformáticos, el número de 
variantes anotadas para cada muestra fue considerablemente más elevado con el protocolo 
para detección de mosaicos, tanto sin discriminar por tipo de muestra, como discriminando 
(Figura 11), haciendo imprescindible una mejora posterior del filtrado de variantes 
(predictores, literatura científica, etc.) para obtener un número abordable de candidatas en 
una posterior validación eficiente por medio de técnicas equivalentes (Sanger, 
pirosecuenciación y ddPCR). Gracias a la implementación del protocolo para variantes en 
mosaicos, se detectó la variante causal en 24 de los 47 (51%) pacientes con diagnóstico 
molecular positivo, la cual no fue detectada mediante el protocolo para variantes constitutivas 
(Tabla Anexa 2). Este último protocolo detectó las variantes cuando presentaban más de 20% 
de lecturas de NGS. 
 
 
Figura 11: Mediana y cuartiles Q1 y Q3 del número de variantes obtenidas con la utilización del panel 
Mosaicos y el protocolo bioinformático para variantes constitutivas (naranja) o en mosaico (azul). Se 
ha calculado la mediana para el total de las muestras sin discriminar por tipo, así como discriminado 
entre sangre, saliva y tejido. 
 
Con los datos obtenidos con el panel Mosaicos sobre los parámetros ya comentados 
de cobertura y número de variantes detectadas, así como la capacidad de discriminación de 
variantes y eficiencia diagnóstica, que se comentarán más adelante, se llevó a cabo el 
desarrollo posterior de un panel ampliado de 112 genes asociados a malformaciones 
vasculares y sobrecrecimiento, el panel MALVA. Este panel fue utilizado para analizar las 
muestras de la cohorte de estudio obtenidas con posterioridad a Febrero de 2016, 
detectándose variantes patogénicas en el gen PIK3CA en los pacientes TSR042, TSR058, 
TSR076, TSR078, TSR079, TSR087, TSR088, TSR089, TSR090, TSR092 y TSR094 (Tabla 13 y Tabla 
Anexa 2). La mediana de cobertura obtenida finalmente para el panel fue de 504,09x, para un 




hasta el 0,9%. Este panel de genes ya está validado e incluido en la cartera de servicios del 
diagnóstico asistencial del INGEMM. 
Con los resultados obtenidos con el panel Mosaicos, así como posteriormente con el 
panel MALVA, se estima una profundidad de lectura recomendable de 500x para el estudio de 
variantes presentes en forma de mosaico somático.  
 
4.2.2 Variantes localizadas en regiones de alta homología 
El gen PIK3CA comparte una homología de más del 95% entre la región que abarca 
desde el exón 10 al 14 de su secuencia con una región del genoma localizada en el cromosoma 
22. Previamente al estudio por NGS de la cohorte de pacientes, se realizó un análisis por 
secuenciación Sanger de 24 de estos pacientes, que determinó la presencia de dos variantes 
consecutivas en heterocigosis en el exón 10 de PIK3CA (c.1634A>C;p.Glu545Ala y 
c.1658_1659GT>C; p.S553fs*7) en todos los pacientes estudiados, así como tres variantes en el 
exón 12 (c.1837G>A; p.Gly613Ser, c.1850G>A;p.Arg617Gln y c.1876G>A;p.Asp626Asn) y dos en 
el exón 14 (c.2038G>C;p.Val680Leu y c.2155C>G;p.Leu719Val). Se realizó un BLAST (Basic Local 
Alignment Search Tool) entre la secuencia de PIK3CA de los exones 10 al 14 que se obtuvo 
mediante secuenciación Sanger y el genoma humano, y se vio que estas variantes 
correspondían a los nucleótidos de la región de alta homología con PIK3CA (Figura 12). 
Cuando posteriormente se realizaron los estudios de estos mismos pacientes mediante 
NGS para llevar a cabo la búsqueda de variantes causales en mosaico, no se detectaron las 
variantes correspondientes a la amplificación de la región de homología, lo que demuestra un 
correcto posicionamiento de las sondas de amplificación por NGS, que son específicas para 
PIK3CA y no para la región de homología en el cromosoma 22. Aun así, en caso de detectar 
variantes en esta región de PIK3CA, se recomienda realizar estudios de validación que 






Figura 12: Resultados de un BLAST (A) y secuenciación Sanger (B) del exón 10 de PIK3CA mostrando 
los nucleótidos que varían en la región de alta homología. Los recuadros azules en B muestran la 
posición de las dos variantes que se detectan en el exón 10 de PIK3CA cuando se realiza secuenciación 
Sanger utilizando el ADN de los pacientes directamente, que coinciden con los nucleótidos de la 
secuencia de la región de alta homología, como se observa en el BLAST representado en A.  
 
En este sentido, los estudios de NGS realizados durante esta tesis identificaron seis 
variantes en PIK3CA (c.1624G>A;p.Glu542Lys, c.1633G>A;p.Glu545Lys,c.1634A>G;p.Glu545Gly, 
c.1637A>T;p.Gln546Leu, c.1638G>T;p.Gln546His, c.2176G>A;p.Glu726Lys) localizadas entre el 
exón 10 y el 14 en diez pacientes. Para confirmar que dichas variantes se encontraban en 
PIK3CA, se validaron por pirosecuenciación y/o ddPCR utilizando como molde el producto 
obtenido de la amplificación previa por Long-Range PCR (LR-PCR) y además se comparó con los 
resultados obtenidos utilizando el ADN genómico (gDNA) directamente para determinar si los 
porcentajes variaban. Los resultados obtenidos indicaron que las variantes se encontraban en 
el gen PIK3CA. En el caso de pirosecuenciación, cuando se utiliza el producto de la LR-PCR el 
porcentaje se asemejaba más al obtenido mediante NGS. Un ejemplo de esto es el paciente 
TSR062, en el cual se detectó la variante PIK3CA:c.1624G>A;p.Glu542Lys en un 28% de las 
lecturas de NGS, y la validación por pirosecuenciación utilizando gDNA la detectó en un 22,5%, 
mientras que utilizando producto de la LR-PCR se detectaba en un 30%. Asimismo, en el caso 
del paciente TSR022, la variante PIK3CA:c.1634A>G;p.Glu545Gly con NGS se detectó en un 
11% de las lecturas, con pirosecuenciación utilizando gDNA en un 15% y con LR-PCR en un 
11,2%. Sin embargo, en el caso de ddPCR no se observan diferencias utilizando el ADN 
genómico o el producto de LR-PCR, ya que por ejemplo, en el paciente TSR051 con la técnica 
de NGS se detectó la variante PIK3CA:c.1624G>A;p.Glu542Lys en un 3% de las lecturas, 
mientras que con ddPCR se detectó en un 5,5% utilizando gDNA y un 5,9% con LR-PCR; y en el 
paciente TSR018 se detectó la variante PIK3CA:c.2176G>A;p.Glu726Lys en un 1% de las 




LR-PCR respectivamente. El hecho de no haber diferencias con la técnica de ddPCR puede 
deberse a que las sondas diseñadas por la casa comercial para la realización de esta técnica 
abarquen regiones de PIK3CA que la diferencien de la región de alta homología, no 
amplificando por tanto dicha región. Utilizar nucleótidos que diferencien entre PIK3CA y la 
región con alta homología es una buena opción, y en este trabajo también se ha podido 
comprobar utilizando en pirosecuenciación los oligonucleótidos diseñados por Baker (118) 
para diferenciar entre estas dos regiones y efectivamente se amplificaban correctamente, 
permitiendo discriminar las variantes localizadas en PIK3CA.  
Por otro lado, la eficiencia de la ddPCR no era muy buena cuando se utilizaba el 
producto de LR-PCR, pudiendo deberse a que los reactivos interfieran con la técnica. 
 
4.3 Resultados moleculares 
El estudio molecular en este trabajo, se realizó en 85 de los 96 pacientes, de los cuales 
se disponía de algún tipo de muestra de ADN, incluyéndose 26 MCAP, 3 MCAP/CLAPO, 20 
CLOVES, 2 CLOVES/MCAP, 7 macrodactilias, 18 PROS, 4 DCMO, 4 pacientes posteriormente 
reclasificados molecularmente como SKS y 1 paciente posteriormente reclasificado como 
PHTS. El rendimiento diagnóstico del estudio molecular fue del 55,3%, dado que se encontró 
una variante patogénica o probablemente patogénica en 47 de los 85 pacientes estudiados 
molecularmente (Figura 13). La distribución de estos 47 pacientes en los que se encontró un 
defecto molecular fue la siguiente: 15 MCAP, 3 MCAP/CLAPO, 12 CLOVES, 2 CLOVES/MCAP, 4 
macrodactilia aislada, 5 PROS sin especificar, 1 DCMO, 4 pacientes reclasificados 
molecularmente como SKS y 1 paciente reclasificado molecularmente como PHTS. 
 
Figura 13: Número total de pacientes estudiados molecularmente. A. 85 pacientes estudiados, de los 





El porcentaje de pacientes con diagnóstico molecular positivo en cada patología 
estudiada ha sido: 57,7% (15/26) para MCAP, 60% (12/20) para CLOVES, 57,1% (4/7) para 
macrodactilia aislada, 27,8% (5/18) para pacientes con diagnóstico general de PROS, 25% (1/3) 
para DCMO, 100% para pacientes con fenotipos solapantes MCAP/CLAPO (3/3), y 
CLOVES/MCAP (2/2), así como para pacientes reclasificados molecularmente como SKS (4/4) y 
el paciente reclasificado molecularmente como PHTS (1/1).  Al tratarse de patologías causadas 
por mosaicismo somático, se comparó los porcentajes de pacientes con diagnóstico positivo 
frente a los porcentajes de pacientes con diagnóstico positivo únicamente teniendo en cuenta 
aquellos de los que disponíamos de muestra de tejido afecto (Figura 14), con el fin de 
determinar si los porcentajes de diagnóstico aumentaban. Los resultados obtenidos fueron: 
69,2% (9/13) en el caso de pacientes MCAP, 85,7% (12/14) en el caso de CLOVES, 80% (4/5) en 
el caso de macrodactilia, 50% en pacientes con diagnóstico general de PROS, y 33,3% en el 
caso de DCMO. Esta comparación no es aplicable a SKS y PHTS dado que las mutaciones en 
estas patologías suelen darse de forma constitutiva. 
Todas las patologías mostraron un aumento en el porcentaje de diagnóstico cuando se 
disponía de tejido afecto. Los casos más claros fueron aquellos con síndrome CLOVES y 
macrodactilia aislada, en los cuales el porcentaje diagnóstico aumentaba desde el 60% hasta 
más del 80%. En los pacientes con MCAP, este incremento fue de un 10%, y además, en el 
38,5% (10/26) fue posible detectar la variante causal en muestra de sangre y/o saliva por 
encima del 5% de las lecturas de NGS. El rango del 5% fue establecido al ser capaces de 
discriminar entre variante causal y artefacto de la técnica sin necesidad de disponer de 
muestra de tejido afecto para contrastar.  
En cuanto al grupo de pacientes con diagnóstico de DCMO, la causa molecular de la patología 
era desconocida, y dado que el número de pacientes que se incluyeron en el estudio fue bajo, 






Figura 14: Ratio de diagnóstico molecular positivo presentado por grupo de patología. Por patología, la 
primera columna muestra el total de pacientes, la segunda columna sólo los pacientes con muestra de 
tejido afecto y la tercera columna muestra los pacientes con muestra de sangre y/o saliva y contando 
como positivos aquellos que presentan la variante en más del 5% de sus lecturas de NGS, sólo 
observado para MCAP. La cifra sobre cada columna refleja el porcentaje de pacientes con diagnóstico 
molecular positivo dentro de cada subgrupo. No se representan los ratios correspondientes a los 
pacientes con características solapantes (MCAP/CLAPO, CLOVES/MCAP) ni de los pacientes con 
diagnóstico molecular de SKS y PHTS por tener un ratio de diagnóstico del 100%. No se incluye en la 
figura la muestra de sangre con mutación en PIK3CA en un paciente con CLOVES, debido a que su 
porcentaje de lecturas es inferior al 5%. Esto mismo aplica para algunos casos MCAP. 
 
4.3.1 Descripción de las variantes causales detectadas  
Cuarenta y siete de los 85 pacientes (55,3%) estudiados molecularmente mostraron 
una variante patogénica o probablemente patogénica, presente en porcentajes distintos en las 
diferentes muestras analizadas por paciente (Tabla 13). El porcentaje de variante alternativa 
en los diferentes tejidos del paciente que se estudiaron se calculó como el número de lecturas 
del alelo alternativo obtenidos tras la realización de cada uno de los paneles de secuenciación 
masiva frente al número de lecturas totales. Las variantes identificadas fueron validadas 
mediante las técnicas de secuenciación Sanger (cuando se detectaron en lecturas por encima 
del 15%), pirosecuenciación (entre el 5 y el 15%), y ddPCR (por debajo del 5%). La 
pirosecuenciación y la ddPCR fueron utilizadas redundantemente en diversas muestras como 




disponía de las muestras de ADN de los padres se realizó el estudio de cosegregación para 
descartar la presencia de las variantes detectadas en el paciente. 
Todas las variantes causales detectadas se encontraron en cuatro genes incluidos en la 
ruta celular PI3K/AKT/mTOR. El 91,4% (43/47) de los pacientes estudiados presentó una 
variante en el gen PIK3CA, y de estos, 14 tenían diagnóstico de MCAP, 3 de MCAP/CLAPO, 12 
de CLOVES, 2 de MCAP/CLOVES, 4 de macrodactilia aislada, 5 de PROS y 1 de DCMO. Un 
paciente con diagnóstico de MCAP presentó una variante no descrita previamente en el gen 
AKT3. Cuatro pacientes fueron reclasificados molecularmente con diagnóstico de SKS por 
presentar una variante en el gen mTOR. Finalmente, un paciente presentó una variante en 
PTEN, por lo que fue reclasificado molecularmente como PHTS 
En trece de los 14 (93%) pacientes con diagnóstico de MCAP en los que fue identificada 
una variante patogénica (3/14) o probablemente patogénica (11/14) en el gen PIK3CA, la 
variante también fue detectada en muestra de ADN obtenido de sangre y/o saliva, además de 
en muestra de ADN de tejido afecto; uno de estos pacientes (TSR031) presentó la variante en 
heterocigosis tanto en muestra de ADN de sangre como de tejido afecto. Por otro lado, sólo 
uno de los 14 pacientes (TSR058) con variante en PIK3CA presentó la variante únicamente en 
tejido afecto y no en sangre. Sin tener en cuenta el paciente heterocigoto para la variante 
identificada, los rangos de lecturas de NGS detectados van desde un 1% a un 13% en sangre, 
de un 4% a un 36% en saliva y de un 3% a un 42% en tejido afecto. Asimismo, el porcentaje 
más alto de variante en muestra tanto de sangre como de saliva, se ha detectado en el 
paciente TSR009, con un 13% y un 36% respectivamente. No disponíamos de muestra de tejido 
afecto de dicho paciente. 
El paciente TSR028 presentó un número bajo de lecturas de NGS del alelo alternativo, 
haciendo difícil la distinción entre una posible variante causal o un artefacto de la técnica. Sin 
embargo, las técnicas de validación empleadas, pirosecuenciación y ddPCR, confirmaron la 
presencia de esta variante. 
Uno de los 15 pacientes MCAP (TSR041) presentó una mutación en el gen AKT3. Dicha variante 
está presente en un 1% de las lecturas de NGS en muestra de sangre, 21% en saliva y 24% en 
piel. La variante no estaba descrita previamente en síndromes relacionados con el desarrollo ni 
asociada a neoplasias.  
Los tres pacientes con solapamiento fenotípico MCAP/CLAPO presentaron una variante 
clasificada como patogénica en PIK3CA. Dos de ellos (TSR026 y TSR029) presentaron la variante 
en ADN extraído de sangre, saliva, y tejido afecto, mientras que el tercero (TSR030) en saliva y 
tejido afecto. Los porcentajes de lecturas fueron variables en los tres casos, siendo en muestra 




Doce pacientes con diagnóstico de síndrome CLOVES presentaron variantes patogénicas 
(10/12) o probablemente patogénicas (2/12) en forma de mosaico en PIK3CA. Los porcentajes 
de lecturas del alelo alternativo de NGS en muestra de tejido afecto estaban entre el 2,3% y el 
38%, siendo el porcentaje mayor identificado en el paciente TSR035, el cual además presentó 
la variante en ADN procedente de linfocitos de sangre periférica en un 2% de las lecturas de 
NGS. Ningún otro paciente con diagnóstico de síndrome CLOVES presentó la variante en 
sangre o saliva.  
Los dos pacientes (TSR037 y TSR053) que presentaban solapamiento fenotípico CLOVES/MCAP 
y variantes patogénicas en PIK3CA, presentaron porcentajes bajos de mosaicismo en tejido 
(10% y 7% respectivamente). Asimismo, se identificó la variante correspondiente en cada caso, 
en sangre (1%) del paciente TSR037, y saliva (7%) del paciente TSR053. 
Cuatro pacientes con macrodactilia aislada presentaron variantes patogénicas en PIK3CA 
únicamente en ADN procedente de muestra de tejido afecto. Todas las variantes detectadas 
estaban presentes en torno al 20% de lecturas de NGS. 
De los cinco pacientes con variante probablemente patogénica detectada en PIK3CA y 
diagnóstico de PROS en general, se disponía de muestras de ADN procedente de sangre, saliva 
y tejido afecto de todos ellos, salvo de uno (TSR073) del que se no se disponía de saliva. No se 
detectó la variante en sangre en ninguno de los pacientes, pero sí en saliva en todos los cuatro 
de los que se tenía muestra (siempre con un porcentaje en torno al 2,7%). En el caso de 
muestras de tejido afecto, el rango de lecturas de NGS fue desde el 5% al 13%. Los porcentajes 
obtenidos por pirosecuenciación no pudieron ser cuantificados por dificultades propias de la 
técnica en los pacientes TSR089, TSR077, y TSR078. Sin embargo, el análisis visual de los 
pirogramas resultantes mostró la presencia de la variante. 
Por último, se identificó una variante en PIK3CA en un paciente (TSR076) con diagnóstico de 
DCMO. La variante estaba presente en el 5% de las lecturas de NGS en muestra de saliva y 10% 
en muestra de tejido afecto. 
Por otro lado, cuatro pacientes reclasificados molecularmente como SKS presentaron 
una variante patogénica o probablemente patogénica en el gen mTOR. En tres de los pacientes 
(TSR015, TSR016 y OGS771) la variante se detectó en heterocigosis, mientras que en el cuarto 
(TSR023) se identificó en mosaico en todos sus tejidos estudiados (2% en sangre, 11% en saliva 
y aproximadamente 20% en piel). El paciente TSR021 reclasificado con diagnóstico de PHTS 
presentó una variante patogénica en PTEN en el 26,7% de las lecturas de NGS en muestra de 





Veintiuna de las 23 variantes detectadas en PIK3CA, así como dos de las detectadas en 
mTOR y la variante en PTEN, estaban descritas previamente en la base de datos de variantes 
somáticas descritas en pacientes con cáncer (COSMIC). Todas las variantes en PIK3CA salvo las 
identificadas en los pacientes TSR007 (PIK3CA:c.2726T>G;p.Phe909Cys) y TSR071 (PIK3CA: 
c.331A>G;p.Lys111Glu) habían sido descritas previamente en pacientes del espectro PROS. Las 
variantes identificadas en mTOR habían sido descritas en pacientes con SKS, y la variante en 
PTEN en pacientes con PHTS. Asimismo, las variantes identificadas no estaban descritas en 
bases de datos de población control, y en el caso de estarlo (PIK3CA: c.3140A>G:p.His1047Arg) 
lo estaban en porcentajes por debajo del 1%. 
Catorce de las variantes detectadas en PIK3CA y dos en mTOR tenían estudios que 
demostraban mecanismos de ganancia de función (GOF), al contrario que la variante 
detectada en PTEN, de la cual había estudios funcionales que demostraban su efecto de 
pérdida de función.  
La clasificación de variantes obtenida según la clasificación propuesta por el Colegio Americano 
de Genética Médica y genómica en consenso con la asociación americana de patología 
molecular (121), determinó que la variante identificada era patogénica en 26 de los 47 
pacientes (55,3%), probablemente patogénica en 20 de los 47 (42,6%), y de significado incierto 
en uno de ellos (TSR041) (2,1%). 
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Tabla 13: Variantes causales identificadas en la cohorte total de pacientes.  























TSR028 PIK3CA Chr3:178916957G>C c.344G>C p.Arg115Pro 
Sangre 3% [454,12] 
- 
3,60% 2% 







Saliva 12% [14,2] Sí - 
TSR009 PIK3CA Chr3:178922364G>A c.1133G>A p.Cys378Tyr 
Sangre 13% [245,37] 
- 
16,40% 










patogénica Saliva 36% [171,97] 34,80% 
TSR087 PIK3CA Chr3:178936096G>T c.1638G>T p.Gln546His 
Sangre 4% [211, 8] 
- 
Sí 










- - Sí 
Mucosa 
bucal 2 
- - Sí 
TSR018 PIK3CA Chr3:178938934G>A c.2176G>A p.Glu726Lys 













Saliva 14% [581,98 ] Sí 14% 











TSR056 PIK3CA Chr3:178938934G>A c.2176G>A p.Glu726Lys 













Saliva - - Sí 6% 
Tejido 9% [1044,99] Sí 7% 
TSR094 PIK3CA Chr3:178938934G>A c.2176G>A p.Glu726Lys Saliva 6% 
[2411, 
149] 










TSR007 PIK3CA Chr3:178947851T>G c.2726T>G p.Phe909Cys 
Sangre 5% [556,29] - 5,70% 

























TSR088 PIK3CA Chr3:178948044A>G c.2816A>G p.Asp939Gly 
Sangre 7% [528, 40] Sí 2,20% 
- Neg. - 
COSM104
1513 





28% [322, 125] Sí 29% 
Piel - - - - 
TSR014 PIK3CA Chr3:178952006T>C c.3061T>C p.Tyr1021His 
Sangre Neg. Neg. 
- 
1% 










Saliva 5% [459,26] 5,50% 
Piel 41% [33,23] 16% 





42, 65, 89) 
Prob. 
patogénica 
TSR031 PIK3CA Chr3:178952049C>T c.3104C>T p.Ala1035Val 
Sangre 42% [167,119] Sí 50% 










patogénica Tejido 55% [136,166] Sí 53,40% 
TSR019 PIK3CA Chr3:178952074G>A c.3129G>A p.Met1043Ile 















Saliva NS - Neg. 4% 









HV1 1% [355,5] Neg 3% 
HV2 4% [246,10] <1% 5,50% 
TSR058 PIK3CA Chr3:178952085A>G c.3140A>G p.His1047Arg 













32, 33, 42, 
65, 75) 
Patogénica 
Tejido 8% [251, 23] 19% 
TSR041 AKT3 Chr1:243727107 C>T c.863C>T p.Thr288Ile 
Sangre 1% [770,5] Neg. - 
- Neg. - - - - VUS Saliva 21% [183,49] Sí 13% 
Tejido 24% [187,59] Sí 19% 
Solapamiento Macrocefalia-Malformación/Síndrome CLAPO 
TSR030 PIK3CA Chr3:178917478G>A c.353G>A p.Gly118Asp 
Sangre 0% [420,2] Neg. - 






Patogénica Saliva 30% [176, 76] Sí 27,40% 
Tejido 27% [177, 63] Sí 22,20% 
TSR029 PIK3CA Chr3:178928079G>A c.1357G>A p.Glu453Lys 














Saliva 7% [281,21] 
 
0% 7,90% 










8% [229, 20] 













TSR026 PIK3CA Chr3: 178947865G>A c.2740G>A p.Gly914Arg 
Sangre 2% [725,16] 
- 
2,40% 








Patogénica Saliva 10% [241,34] 5,90% 
Tejido 34% [148,85] 27,80% 
Síndrome CLOVES 
TSR071 PIK3CA Chr3:178916854A>G c.331A>G p.Lys111Glu 
Sangre Neg. Neg. Neg. Neg. 
- - - 
COSM135
70 
GOF (126) - 
Prob. 
patogénica Tejido 31% [161, 74] Sí 44,50% 
TSR043 PIK3CA Chr3:178927980T>C c.1258T>C p.Cys420Arg 
Sangre Neg. Neg. 
- 
Neg. Neg. 









Saliva Neg. Neg. Neg. Neg. 
Tejido 7% [77,5] Sí Sí 
TSR035 PIK3CA Chr3:178928079G>A c.1357G>A p.Glu453Lys 












Saliva 0% [643,0] Neg. Neg. 0,40% 
Malf. 
Linfática 
36% [252,145] Sí 28,60% - 
Lipoma 36% [172,99] Sí 14,50% 32% 
TSR039 PIK3CA Chr3:178928079G>A c.1357G>A p.Glu453Lys 














Saliva Neg. Neg. Neg. Neg. 
Piel 4% [275,13] Neg. 5% 
TSR042 PIK3CA Chr3:178928079G>A c.1357G>A p.Glu453Lys 
Sangre Neg. Neg. 
- 
Neg. 











Saliva Neg. Neg. Neg. 
FFPE 13% [63,9] 6% 
TSR051 PIK3CA Chr3:178936082G>A c.1624G>A p.Glu542Lys 
Sangre Neg. Neg. 
- 
Neg. Neg. 










Tejido1 3% [37,1] 7,70% 5,50% 
Tejido2 Neg. Neg. 8,10% Neg. 
TSR062 PIK3CA Chr3:178936082G>A c.1624G>A p.Glu542Lys 
Sangre Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. 










Saliva Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. 














TSR022 PIK3CA Chr3:178936092A>G c.1634A>G p.Glu545Gly 
Sangre Neg Neg 
- 
Neg 







Saliva Neg Neg Neg 
Tejido 11% [235,28] 15% 
TSR063 PIK3CA Chr3:178952084C>T c.3139C>T p.His1047Tyr 
Sangre Neg Neg Neg Neg Neg 




42, 65, 89) 
Patogénica 
Tejido 10% [57,6] Neg - 3,40% 
TSR013 PIK3CA Chr3:178952085A>G c.3140A>G p.His1047Arg 
Sangre Neg 












32, 33, 42, 
65, 75) 
Patogénica 
Saliva Neg Neg 
Piel - 2,30% 
TSR033 PIK3CA Chr3:178952085A>G c.3140A>G p.His1047Arg 















Saliva Neg. Neg Neg Neg. 
FFPE 20% [313, 62] Sí 22% 
TSR036 PIK3CA Chr3:178952085A>G c.3140A>G p.His1047Arg 













32, 33, 42, 
65, 75) 
Patogénica 
Saliva Neg. Neg. Neg. Neg. 
Tejido 12% [228,32] 21,50% 14% 
Solapamiento Síndrome CLOVES/Macrocefalia-Malformación Capilar 
TSR037 PIK3CA Chr3:178922363T>C c.1132T>C p.Cys378Arg 
Sangre 1% [578,6] 
- 
- 
- Neg. - COSM756 GOF (130) - Patogénica 
FFPE 10% [60, 6] Sí 
TSR053 PIK3CA Chr3:178928079G>A c.1357G>A p.Glu453Lys 














Tejido 7% [485,36] 5% 13% 
Macrodactilia 
TSR070 PIK3CA Chr3:178936091G>A c.1633G>A p.Glu545Lys 
Sangre Neg. Neg. 
- 
Neg. Neg. 





PROS  (9, 




Tejido - - Sí 21% 
TSR064 PIK3CA Chr3:178952085A>G c.3140A>G p.His1047Arg 











32, 33, 42, 
65, 75)  
Patogénica 











TSR090 PIK3CA Chr3:178952085A>G c.3140A>G p.His1047Arg 











32, 33, 42, 
65, 75) 
Patogénica 
Cels. - - Sí 45,70% 
TSR092 PIK3CA Chr3:178952085A>G c.3140A>G p.His1047Arg 











32, 33, 42, 
65, 75) 
Patogénica 
Piel 27,90% [573, 222] Sí 26,10% 
PROS sin especificar 
TSR073 PIK3CA Chr3:178916854G>A c.241G>A p.Glu81Lys 
Sangre Neg. Neg. 
- 
Neg. 










Neg. Neg. - 
Tejido 
sano 
Neg. Neg. - 
Cels TA Neg. Neg. Neg. 
Cels TS 7% [872, 61] 6,10% 
TSR089 PIK3CA Chr3:178916957G>C c.344G>C p.Arg115Pro 
Sangre Neg. [111, 1] 
- 
Neg. 








Saliva Neg. [78, 0] 2,8% 
Tejido 8% [65, 6] 3% 
TSR077 PIK3CA Chr3:178922364G>A c.1133G>A p.Cys378Tyr 
Sangre Neg. Neg 
- 
Neg. 











Saliva 2,70% [527, 6] Sí 
Tejido 5,20% [190,7] Sí 
TSR078 PIK3CA Chr3:178916854A>T c.1637A>T p.Gln546Leu 
Sangre Neg. Neg 
- 
Neg. 






Saliva 2,70% [370,26] Sí 
Tejido 13% [125,12] Sí 
TSR079 PIK3CA Chr3:178928079G>A c.1357G>A p.Glu453Lys 
Sangre Neg. [343,0] 
- 
Neg. 











Saliva - - 2,70% 
Tejido 10% [588, 63] 7,60% 
DCMO 
TSR076 PIK3CA Chr3:178916854G>A c.241G>A p.Glu81Lys 
Sangre Neg. Neg. 
- 
Neg. 





42, 65, 89) 
Prob. 
patogénica 
Saliva 5% [662,33] Sí 













Síndrome de Smith-Kingsmore - mTOR- 
TSR023 mTOR Chr1:11217230G>A c.4448G>A p.Cys1483Tyr 











Saliva 11% [301,39] 11,50% 
Piel 
hiperp. 
- - 17,60% 
Piel 
hipop. 
28% [188,76] 20,20% 








TSR015 mTOR Chr1:11184612T>G c.6605T>G p.Phe2202Cys Sangre 48% [127, 140] Sí - - Neg. - - - SKS(22) 
Prob. 
patogénica 
TSR016 mTOR Chr1:11184612T>G c.6605T>G p.Phe2202Cys Sangre 49% [151, 156] Sí - - Neg. - - - SKS(22) 
Prob. 
patogénica 
Trastornos relacionados con PTEN 






LOF (136) PHTS Patogénica 
En la tabla se muestra la variante seleccionada como posible causa en cada paciente, así como los porcentajes encontrados para cada variante en las diferentes muestras de 
ADN de los pacientes, y la clasificación obtenida según el Colegio Americano de Genética Médica (ACMG). Abreviaturas: Cels: Células; FFPE: Tejido embebido en parafina; 
GOF: Ganancia de función; Hiperp.: Hiperpigmentada; Hipop.: Hipopigmentada; HV: Hemangioma venoso; LOF: Pérdida de función; Malf.: Malformación; MV: Malformación 
vascular; Neg: Negativo; PHTS: Trastornos relacionados con PTEN; Pirosec: Pirosecuenciación; Prob: Probablemente; TMB: Tejido mucosa bucal; VUS: Variante de significado 
incierto; -: No hecho. El primer número de lecturas de NGS se refiere a las lecturas del alelo de referencia, mientras que el segundo número corresponde a las lecturas del 
alelo alternativo. En la validación mediante secuenciación Sanger, aparece un sí cuando la variante ha sido detectada también por esta técnica. PIK3CA: NM_006218, AKT3: 














4.3.2 Variantes detectadas en el gen PIK3CA 
Cuarenta y tres de los 85 (50,5%) pacientes incluidos en el estudio molecular 
presentaron una variante en la secuencia de ADN del gen PIK3CA. Los porcentajes de lecturas 
de NGS para el alelo alternativo variaron en función del tipo de muestra estudiada, siendo 
menores en el caso de ADN extraído de sangre (<20%, con la excepción de un paciente 
heterocigoto), aumentando en saliva (del 1% al 35%) hasta alcanzar valores más elevados en 
tejido afecto (del 1% al 50%). Asimismo, el porcentaje de lecturas de NGS para el alelo 
alternativo obtenidas en las diferentes muestras estudiadas varía en función de la patología de 
estudio, siendo mayores en el caso de MCAP. Aunque, la mayoría de los pacientes (12/14) en 
los que se identificó una variante en sangre tenían diagnóstico de MCAP, había otros dos de 
ellos que tenían diagnóstico de CLOVES (TSR035) o CLOVES/MCAP (TSR037), siendo los 
porcentajes de variante identificados muy bajos (2% y 1% respectivamente) (Figura 15). 
 
 
Figura 15: Porcentajes de lecturas de NGS del alelo alternativo en PIK3CA detectados en las muestras 
de sangre, saliva y/o tejido afecto de los 43 pacientes con variante detectada en este gen. El eje de 
ordenadas indica el porcentaje de la variante detectada, obtenido como las lecturas del alelo alternativo 
frente al total de las lecturas. Los puntos de diferentes colores indican el diagnóstico de cada paciente. 
El eje de abscisas indica el tipo de muestra en el que está presente la variante detectada. 
 
En el estudio molecular realizado se identificaron 23 variantes diferentes en el gen 




(Figura 16). Las tres variantes más comunes fueron: p.His1047Arg identificada en 7 pacientes 
(1 MCAP, 3 CLOVES y 3 macrodactilia), p.Glu453Lys en 6 pacientes (3 CLOVES, 1 MCAP/CLAPO,  
1 CLOVES/MCAP y 1 PROS) y p.Glu726Lys en cuatro pacientes con diagnóstico de MCAP. El 
espectro mutacional en MCAP fue el más amplio, con 11 variantes diferentes identificadas en 
14 pacientes, aunque con una variante recurrente (p.Glu726Lys). En el caso del síndrome 
CLOVES las variantes p.Glu453Lys y p.His1047Arg se detectaron en tres pacientes cada una de 
ellas, y además se identificaron otras 5 variantes (Figura 16). De los cuatro pacientes con 
diagnóstico de macrodactilia, 3 presentaron la variante p.His1047Arg, y el cuarto p.Glu545Lys. 
 
 
Figura 16: Distribución de las variantes identificadas a lo largo de la proteína PIK3CA. En negrita 
aparecen las tres variantes más frecuentes descritas en cáncer. Las columnas de diferentes colores que 
aparecen encima de cada variante hacen referencia al número de pacientes de cada patología que 
presenta dicha variante. Los dominios de la proteína, representados en el panel inferior, representan la 
localización de las mutaciones a lo largo de la proteína. Abreviaturas: aa: aminoácido; BD: Dominio de 
unión. 
 
Cuarenta y una de las 43 variantes (95,3%) identificadas en los pacientes, fueron 
detectadas por primera vez mediante la técnica de NGS, mientras que las otras dos (TSR013 y 
TSR070) fueron identificadas por ddPCR, debido a que en el caso de TSR013 la calidad de la 
muestra no era suficientemente buena para llevar a cabo un experimento de NGS, y en el caso 
de TSR070 a que no se disponía de muestra de tejido afecto en el momento en el que se 
realizó la prueba de NGS, por lo que se hizo una búsqueda de los hotspots en PIK3CA mediante 
ddPCR. Las variantes detectadas mediante NGS, fueron validadas mediante tres técnicas 







                   
Figura 17: Resultados de NGS y validación por secuenciación Sanger, pirosecuenciación y ddPCR de la 
variante: PIK3CA:c.1357G>A: p.Glu453Lys. A: Resumen de resultados de NGS con el visualizador 
Integrative Genome Viewer (IGV): se observa el porcentaje de variante calculado como el número de 
lecturas del alelo alternativo frente al total, así como las lecturas obtenidas del alelo alternativo (Mut) y 
el alelo de referencia (Wt). B: Secuenciación Sanger mostrando la validación de los resultados  de NGS 
en muestra de sangre, saliva y tejido afecto del paciente. La flecha indica la posición donde se ha 
producido el cambio de nucleótido (Guanina por Alanina), pudiendo visualizarse un pequeño pico de A 
en el caso de sangre y saliva, y un pico de la misma altura al nucleótido de referencia en el caso de tejido 
afecto.  C: Validación mediante pirosecuenciación en las diferentes muestras del paciente. En el caso de 
sangre y saliva el incremento en el pico de A es muy pequeño, mientras que en tejido afecto se puede 
observar un gran aumento en la altura del pico. Debajo de los pirogramas aparece la secuencia de 
nucleótidos a analizar. D: Validación de la variante mediante ddPCR en las diferentes muestras. El eje de 
abscisas muestra la intensidad de la fluorescencia de las gotas que incluyen la sonda VIC que contienen 
el alelo nativo (en verde) y el eje de ordenadas indica la fluorescencia de la sonda FAM incluida en las 
gotas que contienen la amplificación del alelo mutado (en azul). Las gotas que no contienen ninguno de 
los alelos amplificados aparecen en negro, y las gotas con ambos alelos en naranja. El porcentaje se 
calcula dividiendo el número de gotas que contiene el alelo alternativo entre la suma de las gotas con 







Para determinar el efecto de la variante no descrita y detectada en este trabajo en 
PIK3CA (PIK3CA:c.2726T>G;p.Phe909Cys), así como de otras que sí estaban descritas pero no 
tenían estudios de funcionalidad publicados (PIK3CA:c.344G>C;p.Arg115Pro, 
PIK3CA:c.3062A>G;p.Tyr1021Cys, PIK3CA:c.3061T>C;p.Tyr1021His), se realizaron estudios in 
vitro. Asimismo, debido a los numerosos estudios publicados acerca del efecto de ganancia de 
función de la variante PIK3CA:c.3140A>G;p.His1047Arg (30, 124), se incluyó dicha variante 
como control positivo. Se transfectaron células COS7 con los plásmidos con las diferentes 
variantes. Los estudios de Western blot se realizaron utilizando anticuerpos específicos frente 
a las proteínas pAKT/AKT y pS6/S6 (en sus formas fosforilada y total), y se calcularon los ratios 
de la diferencia de señal (Figura 18). Asimismo, se realizó un análisis estadístico mediante el 
test de t-Student en el que se compararon los ratios pAKT/AKT y pS6/S6, de todas las variantes 
de PIK3CA estudiadas frente al plásmido nativo. Aunque se puede observar una tendencia en 
el aumento de actividad para las variantes estudiadas, únicamente se ven diferencias 
significativas (p<0,05) entre el plásmido con el inserto nativo de PIK3CA y el plásmido con el 
control positivo para la mutación p.His1047Arg en el caso de la señal pAKT/AKT. 
 
 
Figura 18: Resultados de la cuantificación de la señal de pAKT/AKT (A) y pS6/S6  (B) de las proteínas de 
las células COS7 transfectadas con los plásmidos con los diferentes insertos de PIK3CA. Las columnas 
reflejan la media de los experimentos realizados (tres en el caso de pAKT/AKT, y dos en pS6/S6) y las 
barras de error indican el error estándar de la media.  
 
4.3.3 Variantes detectadas en el gen AKT3 
Se identificó una variante (c.863C>T;p.Thr288Ile) en el dominio quinasa de AKT3 





Figura 19: Localización proteica de la variante encontrada en AKT3 en el dominio quinasa. Además, se 
representan los dominios pleckstrin (PH) y el dominio C-terminal de la proteína. aa: aminoácido. 
 
La variante fue detectada por la técnica de NGS en el 1% de las lecturas en sangre, 19% 
en saliva y 21% en tejido afecto (piel) (Figura 20A). La presencia de la variante se confirmó 
mediante las técnicas de secuenciación Sanger (Figura 20B) y pirosecuenciación (Figura 20C). El 
porcentaje detectado en sangre, no se pudo confirmar mediante estas técnicas por estar por 
debajo de su rango de detección, sin embargo, se confirmó mediante el panel de NGS utilizado 
en la colaboración con el grupo del Prof. Biesecker, en EEUU. 
 
Figura 20: Resultados de NGS y validación de variantes por secuenciación Sanger y pirosecuenciación 
de la variante AKT3:c.863C>T;p.Thr288Ile identificada en el paciente TSR041. A: Resumen de 
resultados de NGS con el visualizador IGV: se puede observar el número de lecturas del alelo de 
referencia (Wt) y el alelo alternativo (Mut), así como el porcentaje de lecturas del alelo alternativo en 
cada tipo de muestra estudiado del paciente. B: Secuenciación Sanger mostrando la validación de los 
resultados de NGS: podemos observar el pico del nucleótido alternativo timina correspondiente al 19% y 
21% en saliva y tejido afecto respectivamente, pero no el 1% en sangre, no detectable mediante esta 
técnica. C: Resultados de pirosecuenciación de la variante en los diferentes tipos de muestras del 
paciente: la técnica no ha sido capaz de detectar la variante en sangre, mientras que en saliva y tejido 
afecto aparece un pico de Timina (señalado con una flecha) correspondiente a la variante.  Debajo de los 




4.3.4 Variantes detectadas en el gen mTOR 
El estudio molecular realizado permitió la detección de variantes en otro de los genes 
de la ruta PI3K/AKT/mTOR. Se identificaron tres variantes diferentes en el gen mTOR en cuatro 
pacientes, por lo que fueron reclasificados como Síndrome de Smith-Kingsmore. Tres de estos 
pacientes (TSR015, TSR016 y TSR023) tenían un diagnóstico clínico previo de MCAP (los dos 
primeros eran hermanos) y el último (OGS771) de macrocefalia aislada con discapacidad 
intelectual. Dos de las variantes identificadas (p.Cys1483Tyr y p.Glu1799Lys) se localizaban en 
el dominio FAT de la proteína, mientras que la otra (p.Phe2202Cys) en el dominio quinasa 
(Figura 21). 
 
Figura 21: Localización de las variantes identificadas en mTOR a lo largo de la proteína. Se representa 
la estructura de la proteína de mTOR, desde el extremo N-Terminal al C-terminal. Abreviaturas: aa: 
aminoácido; FAT: FRAP (FKBP–proteína asociada a Rapamicina)/ATM (ataxia telangiectasia 
mutada)/TRRAP (dominio de proteína asociado a transformación/transcripción). FATC: FATC-terminal; 
HEAT: Huntington, Elongation factor 3, protein phosphatase 2A, and the yeast kinase TOR1. 
 
La variante p.Glu1799Lys fue identificada en el paciente OGS771 en heterocigosis, al 
igual que la variante p.Phe2202Cys identificada en los pacientes TSR015 y TSR016. Estos dos 
pacientes eran hermanos, y la variante detectada en ellos no estaba presente en muestra de 
ADN extraído de linfocitos de sangre periférica de los padres ni en muestra de semen del 
padre, por lo que se sugiere que la madre es portadora de una mutación en mosaico germinal. 
Las variantes fueron detectadas mediante NGS en los tres casos, y confirmadas mediante 
secuenciación Sanger (Figura 22). El paciente TSR023 presentó la variante p.Cys1483Tyr en 
diferentes porcentajes de lecturas de NGS en sus diferentes muestras estudiadas, siendo 2% 
en sangre, 11% en saliva y 28% en piel hipopigmentada. La validación de las variantes en este 
paciente, mediante la técnica de pirosecuenciación, determinó la presencia de la misma 
variante en el 16,6% de piel hiperpigmentada, así como confirmó la presencia de la variante en 





Figura 22: Resultados de NGS y validación de las variantes en mTOR por secuenciación Sanger o 
pirosecuenciación. A: Resumen de resultados de NGS con el visualizador Integrative Genome Viewer 
(IGV): se puede observar el número de lecturas del alelo de referencia (Wt) y el alelo alternativo (Mut), 
así como el porcentaje de lecturas del alelo alternativo en las muestras de cada paciente: OGS771, 
TSR015 y TSR016 en heterocigosis, y TSR023 en diferentes porcentajes según el tejido estudiado. B: 
Secuenciación Sanger mostrando la validación de los resultados  de NGS en muestra de sangre de los 
cuatro pacientes, además de saliva de TSR023. C: Resultados de pirosecuenciación de la variante en los 
diferentes tipos de muestras del paciente TSR023: puede observarse cómo la altura del pico (señalado 
con una flecha) aumenta cuando se estudia muestra de tejido afecto en comparación con saliva y más 







4.4 Revisión del fenotipo 
4.4.1 Espectro de Sobrecrecimientos asociados a PIK3CA 
Se obtuvo información clínica completa de 66 de los 96 pacientes de la cohorte total, 
incluyendo 24 pacientes con diagnóstico de MCAP, 3 con MCAP/CLAPO, 22 con CLOVES, 2 con 
CLOVES/MCAP, 7 con macrodactilia y 8 con PROS en general. La información clínica se recogió 
de las historias clínicas de los pacientes en cuestionarios elaborados específicamente para ello 
(Anexo II), los cuales incluían tablas de características frecuentes en los síndromes MCAP y 
CLOVES, los más frecuentes en nuestra cohorte. Las características clínicas se acompañaron del 
código HPO (Human Phenotype Ontology - http://purl.obolibrary.org/obo/hp/releases/2017-
12-12/hp.owl-) correspondiente, y se agruparon en: cabeza y cuello, piel, crecimiento, sistema 
cardiovascular, sistema esquelético, sistema nervioso, musculatura, neoplasias, tejido 
conectivo y subcutáneo, sistema genitourinario y abdomen.  
Las características más frecuentes en pacientes con MCAP fueron: macrocefalia 
presente en un 75% (18/24) de los pacientes, malformación capilar reticulada en un 50% 
(12/24), asimetría facial, retardo global del desarrollo e hipotonía muscular en un 45,8% 
(11/24), y sindactilia de los dedos de pies y manos grandes en un 41,6% (10/24) de los 
pacientes. La malformación capilar de la línea media estaba presente en el 37,5% (9/24) de los 
casos (Tabla 14). 
Los pacientes con CLOVES presentaron con más frecuencia: macrodactilia en un 68,2% 
(15/22), seguido de hemihipertrofia y malformaciones capilares con un 54,4% (12/22). 
Asimismo, la mitad de los pacientes (50%, 11/22) desarrollaron lipomas. 
Tres de los siete pacientes con macrodactilia aislada presentaron sindactilia, y tres 
presentaron algún tipo de anomalía de la piel (un paciente manchas café con leche y dos nevi). 
En el caso de los pacientes con diagnóstico de PROS no específico, las características 
más comunes fueron hemihipertrofia en 4 de 8 pacientes (50%), malformación capilar y nevus 
en 3 de 8 (37,5%) pacientes. La macrocefalia estuvo presente en 2 pacientes (25%), así como la 
asimetría facial, la malformación capilar reticulada o los lipomas. Los datos clínicos de los 
pacientes con diagnóstico de PROS no específico no permiten clasificarlos dentro de ninguno 









Tabla 14: Características clínicas observadas en 67 pacientes de la cohorte PROS.  










Cabeza y cuello 
HP:0000256 Macrocefalia MCAP 18 2 1 2 - 2 
HP:0004481 Macrocefalia progresiva MCAP 7 - - - - - 
HP:0000324 Asimetría facial 
MCAP, 
CLOVES 11 2 5 2 - 2 
HP:0001999 Dismorfismo facial MCAP 7 2 - - - - 
HP:0000316 Hipertelorismo MCAP 5 2 - 1 - - 
HP:0000648 Atrofia óptica MCAP - - - - - - 
HP:0000286 Epicanto MCAP 3 - - - - - 
HP:0000568 Microftalmia MCAP - - - - - - 
HP:0000490 Ojos hundidos MCAP - - - - - - 
HP:0009748 
Lóbulo de la oreja 
grande 
MCAP 
1 2 - - - - 
HP:0000337 Frente amplia MCAP 6 1 1 - - - 
HP:0000348 Frente alta MCAP - 1 - - - - 











3 - - 1 1 - 
HP:0005280 Puente nasal deprimido MCAP 2 1 - 1 - - 
HP:0000319 Filtrum liso MCAP - - - - - - 
HP:0000154 Boca ancha MCAP - - - - - - 
HP:0000159 Anomalía del labio MCAP 4 - 1 - - - 
HP:0000470 Cuello corto MCAP 2 1 - - - - 
HP:0007601 
Malformación capilar 
(Hemangioma) de la 
línea media de la cara: 
labio / filtrum / glabela. 
MCAP 




medio de la frente 
MCAP 
1 - 1 - - - 
HP:0007452 
Malformación capilar 
(Hemangioma) del tercio 
medio de la cara 
MCAP 






5 1 1 - - 2 
HP:00044372 Hiperostosis craneal CLOVES - 1 - - - - 
Piel 
HP:0000965 




12 2 3 - - 2 
HP:0100585 Telangiectasia de la piel MCAP 4 - - 1 - - 
HP:0007509 
Manchas de hipo e 
hiperpigmentación 
MCAP 
1 - 3 1 - 2 
HP:0000957 Manchas café con leche MCAP - - - 1 1 2 
HP:0001053 
Manchas 
hipopigmentadas de la 
piel 
MCAP 
2 - 1 - - - 

















9 1 4 - - 2 
HP:0001528 Hemihipertrofia CLOVES 8 1 12 2 - 4 
HP:0100559 
Asimetría de extremidad 
inferior 
CLOVES 
4 - 4 2 - 1 











- - - 1 - - 
HP:0002597 Anomalías vasculares CLOVES 2 - 5 2 - 1 
HP:0012721 Malformación venosas CLOVES 2 1 3 - - - 
HP:0100766 
Anomalía vasos linfáticos 
(Linfedema) 
CLOVES 
3 2 4 1 - 1 





1 - - - - - 
HP:0100761 Angiomatosis visceral MCAP - - - - - - 
Sistema esquelético 
HP:0010442 Polidactilia MCAP 1 - - - - - 
HP:0001161 Polidactilia de la mano MCAP 1 - - - - - 
HP:0001829 Polidactilia de pie MCAP 3 - 1 1 - - 
HP:0001159 Sindactilia MCAP 
 
1 1 - - - 
HP:0006101 Sindactilia de dedo MCAP 2 1 3 - 1 - 
HP:0001770 
Sindactilia de dedo del 
pie 
MCAP 
10 - 3 2 2 - 
HP:0004099 Macrodactilia CLOVES 1 - 15 1 7 1 
HP:0001852 Sandal gap CLOVES 4 1 2 1 - 1 
HP:0001388 Laxitud articular MCAP 5 - - - - - 
HP:0001382 Hiperlaxitud articular MCAP 5 1 - 1 - - 
HP:0002650 Escoliosis CLOVES 1 - 2 - - - 
HP:0001176 Manos grandes CLOVES 10 - 4 - - - 
HP:0001169 Manos anchas CLOVES 6 - - - - - 
HP:0001769 Pies anchos 
MCAP/CLOV
ES 7 - 2 - - - 
Sistema nervioso 
HP:0001355 Megalencefalia MCAP 4 - - - - - 
HP:0007206 Hemimegalencefalia MCAP 4 1 - 1 - - 





4 2 - - - - 
HP:0002269 
Anormalidad de la 
migración neuronal 
MCAP 
2 - - - - - 
HP:0001250 Epilepsia / Convulsiones MCAP 7 2 1 - - - 
HP:0002637 Isquemia cerebral MCAP - - - - - - 
HP:0002119 Ventriculomegalia MCAP 8 2 - 1 - - 





Aplasia / hipoplasia del 
cerebelo 
MCAP 
- 1 - - - - 
HP:0001263 
Retardo global del 
desarrollo 
MCAP 
11 3 1 1 - - 
HP:0002126 Polimicrogiria MCAP 7 1 - 1 - 1 
HP:0002858 Meningioma MCAP - - - - - - 
HP:0000238 Hidrocefalia MCAP 9 1 - - - - 





- - - - - - 
HP:0002144 Médula anclada CLOVES - - - - - - 
HP:0002500 
Anomalías de la materia 
blanca 
MCAP 
4 1 - - - 1 
HP:0007099 
Herniación de amígdalas 
cerebelosas 
MCAP 
6 2 - 1 - - 
HP:0002539 Displasia cortical MCAP 1 1 - - - 1 
Asimetría 
cerebral 
Asimetría cerebral MCAP 
3 - - - - - 
Asimetría del 
cerebelo 
Asimetría del cerebelo MCAP 
- - - - - - 
Musculatura 






- - - - - - 
HP:0012032 Lipoma CLOVES 1 - 11 - - 2 
HP:0001909 Leucemia MCAP - - - - - - 
Tejido conectivo y subcutáneo 
HP:0003549 
Anomalías del tejido 
conectivo 
MCAP 
2 - - - - - 
HP:0100790 Hernia MCAP 2 - - 1 - - 
Sistema genitourinario 
HP:0008678 
Hipoplasia / Aplasia 
renal 
CLOVES 
1 - - - - - 
Abdomen 
HP:0001744 Esplenomegalia CLOVES - - 1 - - - 
HP:0001537 Hernia umbilical MCAP 1 1 - - - - 
La primera y segunda columnas indican el código y término HPO respectivamente. A continuación se 
indica la patología dentro del espectro PROS (MCAP o CLOVES) donde ha sido más frecuentemente 
identificada cada característica clínica en la literatura, seguido del número de pacientes de cada 
patología (MCAP, MCAP/CLAPO, CLOVES, CLOVES/MCAP, Macrodactilia, y PROS inespecífico) en nuestra 
cohorte en los que se ha observado cada característica. 
 
Solapamiento fenotípico 
La revisión clínica llevada a cabo permitió identificar cinco pacientes incluidos en la 
cohorte PROS con solapamiento fenotípico entre varias patologías causadas por mutaciones 
post-cigóticas en PIK3CA. En primer lugar, se identificaron tres pacientes (TSR026, TSR029 y 
TSR030) (Figura 23) con un diagnóstico clínico inicial de MCAP, por presentar macrocefalia 




retardo global del desarrollo (3/3) e hipotonía (3/3), entre otras características comunes en 
MCAP; y que sin embargo también presentaban malformación capilar en labio inferior y 
malformación linfática en cuello (3/3), las dos características clínicas principales del Síndrome 
CLAPO, motivo por el que fueron reclasificados como MCAP/CLAPO.  
 
 
Figura 23: Características clínicas de tres pacientes con solapamiento fenotípico MCAP/CLAPO. 
Paciente TSR030 (A): macrocefalia, frente prominente, malformación capilar reticulada generalizada y 
malformación capilar en glabela, filtrum y labio inferior. Paciente TSR029 (B): frente prominente, 
hipertelorismo, malformación capilar de la línea media (frente, glabela y labio inferior), y 
malformaciones capilares generalizadas por todo el cuerpo, sobrecrecimiento asimétrico del lado 
izquierdo del cuerpo y malformación linfática en el cuello. Paciente TSR026 (C): macrocefalia, asimetría 
facial, hipertelorismo, macroglosia, frente prominente y malformación capilar de la línea media facial 
(glabela, nariz y labio inferior). 
 
 
Por otro lado, se identificaron dos pacientes (TSR037 y TSR053) con solapamiento 
fenotípico entre los síndromes CLOVES y MCAP. El primero de estos pacientes (TSR037), del 
que no se disponía de fotografías, mostraba características frecuentemente presentes en 
pacientes con MCAP (Figura 6) como son macrocefalia, junto con hemimegalencefalia derecha 
(sin crisis) y retraso leve del desarrollo psicomotor. Además, presentaba asimetría facial 
derecha, sobrecrecimiento con hemihipertrofia derecha del cuerpo, polidactilia postaxial en 
pie derecho y sindactilia bilateral de los dedos 2 y 3 del pie, así como hipotonía muscular y 
hernia inguinal; todas ellas, características también asociadas a MCAP. Sin embargo, 
presentaba también características clínicas compatibles con el síndrome CLOVES (Figura 7) 
como son 1) el tipo específico de compromiso de las malformaciones vasculares: lesiones de 
hiperpigmentación cutánea siguiendo las líneas de Blaschko, más evidentes en la extremidad 
inferior derecha, manchas café con leche, lesiones angiomatosas telangiectásicas  confluyentes 




y extensas distribuidas por tronco, una mancha en vino oporto en la nuca, malformación 
capilar plana y extensa distribuida por tórax, abdomen y extremidades, así como 
malformaciones capilares en hemicuerpo derecho, 2) hipertrofia de miembro inferior derecho 
con mayor volumen de los diferentes grupos musculares, y 3) particularmente, aumento 
homogéneo del tejido celular subcutáneo, así como un aumento de la separación de los dedos 
primero y segundo del pie (sandal gap).  
El paciente TSR053 (Figura 24), presentaba características típicas de MCAP como son 
macrocefalia, frente prominente, malformación capilar extensa, sindactilia cutánea bilateral de 
los dedos 2 y del pie izquierdo y de los dedos 2, 3 y 4 del pie derecho, hiperlaxitud articular, 
hipotonía muscular marcada y anomalías del sistema nervioso central (ventriculomegalia, 
polimicrogiria bilateral extensa y herniación de las amígdalas cerebelosas). Este paciente 
además presentaba hemihipertrofia derecha con aumento de miembro inferior izquierdo, 
anomalías vasculares (aorta abdominal estrecha) y macrodactilia del segundo dedo de la mano 
derecha y del primer y segundo dedo de la mano izquierda, características típicas de CLOVES.  
 
 
Figura 24: Características clínicas del paciente TSR053 con fenotipo solapante CLOVES/MCAP. Se 
pueden apreciar las características típicas de MCAP (A) la macrocefalia, frente prominente, puente nasal 
ancho y deprimido, (A y B) malformación capilar extensa, y (C) sindactilia cutánea bilateral de los dedos 
2 y del pie izquierdo y de los dedos 2, 3 y 4 del pie derecho. Asimismo, podemos observar 
hemihipertrofia derecha con aumento lipomatoso de miembro inferior izquierdo (B) típica de CLOVES. 
 
4.4.2 Paciente con variante en AKT3 – Macrocefalia-Malformación Capilar 
Los estudios de NGS realizados en este trabajo permitieron determinar la presencia de 
una variante en el gen AKT3 en un paciente con diagnóstico clínico de MCAP. Se trataba de un 






periférica, saliva, y tejido afecto (biopsia de piel), así como muestra de ADN de linfocitos de 
sangre periférica de los padres.  
Entre las características clínicas que se reportaron al remitir el paciente podemos 
destacar la macrocefalia y frente prominente, malformación capilar en filtrum y en rodilla 
derecha, sindactilia de los dedos 2 y 3 en los pies, hipotonía leve, y una dismetría del miembro 
inferior izquierdo con acortamiento de este (Figura 25). Ya al nacimiento se le detectó 
macrocefalia, hipertelorismo, fisuras palpebrales de inclinación descendente, orejas de 
implantación baja, hipotonía axial leve y la malformación capilar en filtrum y en rodilla 
derecha. Presentaba además dilatación ventricular. A los dos meses de vida requirió una 
válvula de derivación ventrículo-peritoneal (VDVP), y a los 5 meses manifestó estatus 
convulsivo posiblemente debido a fallo de VDVP, diagnosticándolo en ese momento de 
encefalopatía malformativa.  Los estudios de neuroimagen realizados (Figura 25 C y D) 
mostraron alteración de surcos corticales en hemisferio izquierdo, polimicrogiria, cavum 
septum pellucidum y cavum vergae, ventriculomegalia supratentorial, descenso mínimo de 
amígdalas cerebelosas, e hidrocefalia.  
Todas estas características son altamente compatibles con un diagnóstico de MCAP. 
Las mutaciones constitutivas en AKT3 se asocian con megalencefalia, con o sin autismo, similar 
a los trastornos relacionados con PTEN, pero no con el resto de manifestaciones no cerebrales 
asociadas a MCAP (137). 
 
Figura 25: Características clínicas principales del paciente TSR041 con diagnóstico de MCAP y variante 
en AKT3. El panel superior corresponde al paciente cuando tenía 6 meses de edad: se puede observar la 
malformación capilar en el labio superior (A) y rodilla derecha así como signos de cutis marmorata (B); 
hemimegalencefalia, asimetría ventricular, cavum septum pellucidum y cavum vergae (C y D). El panel 
inferior corresponde al paciente en la actualidad, y podemos observar hipertelorismo y fisuras 
palpebrales de inclinación descendente (E), dismetría del miembro inferior izquierdo con acortamiento 




4.4.3 Pacientes con variantes en mTOR- Síndrome de Smith-Kingsmore 
Cuatro de los pacientes incluidos en el estudio fueron diagnosticados finalmente como 
Síndrome de Smith-Kingsmore, tras ser identificadas en su ADN variantes patogénicas o 
probablemente patogénicas en el gen mTOR, y proceder además, a la revisión de sus 
características clínicas. Tres de estos pacientes (P2-TSR023, P3-TSR015 y P4-TSR016 en la figura 
26) tenían un diagnóstico clínico previo de MCAP, mientras que el otro paciente (P1-OGS771) 
fue incluido en el estudio por presentar macrocefalia aislada y discapacidad intelectual.  Las 
principales características que comparten los 4 pacientes fueron discapacidad intelectual y 
macrocefalia/megalencefalia. Los pacientes no presentaban otras características típicas de 
MCAP como son el sobrecrecimiento/asimetría, la sindactilia, la polidactilia o la malformación 
capilar en la línea media facial. 
La revisión clínica de estos pacientes, fue acompañada de una búsqueda bibliográfica, 
la cual determinó la existencia de otros 23 pacientes con características clínicas similares a las 
de los pacientes aquí descritos (Tabla 15) y mutaciones en el gen mTOR. Este estudio dio lugar 
a la publicación de un artículo científico que describe las características clínicas y moleculares 
del Síndrome de Smith-Kingsmore (Artículo científico incluido en Anexo III). 
 
 
Figura 26: Características faciales de los pacientes con SKS. Los pacientes 1, 2, 3 y 4 muestran una 
combinación de los dos fenotipos diferentes asociados a SKS: macrocefalia (P1, P2, P4), hipertelorismo 
(P2, P3, P4), filtrum largo (P3, P4), y cara triangular con barbilla puntiaguda (P1, P3, P4). Además 
presentan características clínicas menos comunes en SKS: malformación capilar facial (más apreciable en 
P3), ojos hundidos (P1), estrabismo (P3), filtrum liso (P2, P3, P4) y orejas rotadas posteriormente (P4). 








Tabla 15: Características clínicas de los cuatro pacientes diagnosticados como Síndrome de Smith-
Kingsmore en nuestro estudio.  
   OGS771 TSR023 TSR015  TSR016  
Edad (años)  16  8  9  10.5  
Género  H  H  M  H  
Peso/Altura postnatal  Alto  N  N  N  
Megalencefalia/ 
Macrocefalia 
+  +  Progresiva  Progresiva  
OFC  >+4 SD   +4SD  >+3SD  >+6.5SD  
Grande para edad 
gestacional  
+  +  +  +  
Autismo  +      -   -  
Hiperactividad  +      -   -  
Discapacidad intelectual  Media-
moderada  
+  Severa  Severa  
Lenguaje Retraso      Retraso   Retraso   
Epilepsia  -  +   -   -  
Diastasis recti o hernia 
umbilical  
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En la presente Tesis Doctoral se ha llevado a cabo la evaluación tanto clínica como 
molecular de una cohorte española de 96 pacientes con características clínicas compatibles 
con el Espectro de Sobrecrecimientos Asociados al gen PIK3CA, también conocido como 
espectro PROS. Bajo este nombre se incluye un grupo de síndromes clínicamente no bien 
definidos, muchos de ellos de descripción reciente, y de difícil diagnóstico molecular, ya que el 
denominador común es que están causados por mutaciones de ganancia de función (GOF) del 
gen PIK3CA en forma de mosaicismo somático. Esto último explica a su vez tanto la gran 
variabilidad fenotípica como el frecuente solapamiento de manifestaciones clínicas entre las 
diferentes entidades dentro del espectro PROS. Con este trabajo se propuso expandir y 
delinear mejor el espectro fenotípico y genotípico de los principales síndromes y/o 
alteraciones aisladas incluidas en PROS (MCAP, CLOVES y macrodactilia), así como un grupo de 
pacientes con características compatibles con PROS, pero clínicamente difícil de subclasificar 
dentro del espectro. También se llevaron a cabo los estudios necesarios para implementar la 
tecnología y el protocolo más adecuado para el diagnóstico de estos pacientes (Anexo I - 
Figura Anexa). 
 
5.1 Estudio de la cohorte de pacientes 
De la cohorte estudiada, una de las más grandes a nivel internacional, junto con las 
publicadas recientemente en EEUU (89) y Francia (65), en todos los casos el diagnóstico inicial 
con el que se remitió al paciente estuvo basado únicamente en características clínicas y fue 
determinado por especialistas en genética clínica y en cirugía vascular con amplia y reconocida 
experiencia en estas patologías, incluido nuestro propio grupo. En el 11,4% (11/96) de los 
pacientes, el diagnóstico final fue diferente al diagnóstico inicial con el que fueron incluidos en 
el estudio. Una cifra que asciende a 15,9% (11/69) si no se cuentan los ocho pacientes con 
macrodactilia aislada, por no considerarse una entidad difícil de diagnosticar, ni tampoco los 
19 pacientes con diagnóstico genérico de PROS, por no tener un diagnóstico específico de 
inicio. De estos 11 pacientes, seis cambiaron a otro diagnóstico incluido dentro del propio 
espectro PROS, y los cinco restantes cambiaron a un diagnóstico externo a PROS y causado por 
un gen diferente a PIK3CA, aunque en todos los casos pertenecientes a una misma ruta 
molecular, PI3K/AKT/mTOR: cuatro pacientes presentaban el síndrome de Smith-Kingsmore 
causado por mutaciones en el gen mTOR, y un paciente con macrocefalia asociada a PTEN.  
Por otro lado, como se comentará más adelante, solo un paciente mantuvo su diagnóstico 
clínico inicial (MCAP) a pesar de haberse detectado una variante en otro gen diferente a 




El cambio en el diagnóstico de un paciente con una enfermedad rara no es un hecho 
excepcional, tal vez explicable por su gran número, diversidad y solapamiento fenotípico, o por 
la aparición de nuevos síndromes que se ajusten más a las características personales del 
paciente. Para determinar qué pudo justificar estos cambios en la cohorte estudiada, se 
analizó en primer lugar el grupo más amplio, los pacientes con MCAP. Tres de los 37 pacientes 
inicialmente incluidos en este grupo fueron reclasificados como fenotipo solapante 
MCAP/CLAPO y otros tres como síndrome de Smith-Kingsmore. Este último síndrome se 
encuentra fuera del espectro PROS aunque comparte algunas características clínicas con este, 
y se discutirá más adelante.  
 
El síndrome CLAPO, descrito clínicamente por nuestro grupo en 2008 (92), es una 
enfermedad poco frecuente también asociada a malformaciones vasculares y 
sobrecrecimiento. Actualmente, se sabe que esta patología también está causada por 
mutaciones somáticas y de ganancia de función del gen PIK3CA, gracias a un trabajo realizado 
por nuestro grupo y publicado en febrero de este mismo año (93) (Artículo científico incluido 
en Anexo III).  
 
Los tres pacientes con solapamiento fenotípico MCAP/CLAPO tenían múltiples 
características clínicas y radiológicas asociadas a MCAP (Tabla 14, Figura 23), así como 
variantes en mosaico confirmadas en el gen PIK3CA, todas diferentes (c.353G>A;p.Gly118Asp, 
c.1357G>A;p.Gly453Lys y c.2740G>A;p.Gly914Arg) y descritas previamente en pacientes con 
MCAP y CLOVES (65, 89). Por otro lado, los tres pacientes mostraban el considerado como sello 
distintivo de CLAPO: la combinación de malformación capilar del labio inferior y malformación 
linfática de la cara y el cuello, estableciendo así una superposición fenotípica entre estas dos 
entidades y sugiriendo causas moleculares estrechamente relacionadas, lo que como ya se ha 
comentado, pudo ser finalmente demostrado. Anatómicamente, la afectación diferencial del 
labio inferior (característica principal en CLAPO) o el labio superior (típica en MCAP) es 
distintiva y relevante ya que tienen orígenes embriológicos e implicaciones clínicas distintas, 
poniendo además en evidencia cómo se originan los patrones de afectación tisular en los 
mosaicismos somáticos a través de la afectación de diferentes estructuras embriológicas.  
 
Uno de los pacientes MCAP/CLAPO (TSR030) además presentaba hipoglicemia no 
dependiente de insulina, parecida a la causada por las variantes de ganancia de función en 
AKT2 (23, 139), un gen estudiado en el paciente y en el que no se detectaron variantes. Este 




junto con el Dr. Robert K. Semple demostrando que las mutaciones somáticas en PIK3CA 
causan además hipoglicemia no cetócica severa, probablemente causada por la extensión del 
mosaicismo en el hígado (122) (Artículo científico incluido en Anexo III). Asimismo, el estudio 
publicado recientemente por McDermott y col. (140) coincide con estos hallazgos, añadiendo 
además, que existe variabilidad tanto en la naturaleza como en la severidad de la hipoglicemia 
según los datos obtenidos en su cohorte de pacientes. 
 
El solapamiento fenotípico también hizo variar el diagnóstico final en tres pacientes 
con CLOVES. Dos pacientes (TSR037 y TSR053) fueron reclasificados como fenotipo solapante 
CLOVES/MCAP, y ambos presentaban una variante patogénica en PIK3CA. En un tercer 
paciente se detectó una variante patogénica en el gen PTEN, reclasificándolo dentro de los 
trastornos relacionados con PTEN (PHTS). En sentido contrario, un paciente con diagnóstico 
clínico inicial de DCMO desarrolló durante el transcurso de este proyecto un sobrecrecimiento 
lipomatoso característico de CLOVES, y el estudio molecular detectó la presencia de una 
variante patogénica en el gen PIK3CA, por lo que se sumó al grupo de diagnóstico CLOVES. 
 
El primero de los pacientes con solapamiento fenotípico CLOVES/MCAP (TSR037), 
inicialmente fue diagnosticado clínicamente como Síndrome de Klippel-Trenaunay (KTS) 
severo, una entidad que frecuentemente ha sido utilizada como un diagnóstico genérico del 
que recientemente un porcentaje amplio de casos son reclasificados como PROS y presentan 
variantes patogénicas en PIK3CA. Sin embargo, no está claro que los pacientes con 
características clínicas estrictamente asociadas a KTS presenten mutaciones en PIK3CA, por lo 
que su inclusión en el espectro PROS sigue siendo un tema controversial en la comunidad 
científica. Este paciente, debido al solapamiento fenotípico, fue posteriormente diagnosticado 
clínicamente en 2008 en nuestro centro como MCAP, cambiando nuevamente su diagnóstico 
clínico a CLOVES en 2011, para finalmente ser reclasificado durante el trascurso de este 
proyecto como fenotipo solapante CLOVES/MCAP. El paciente presenta características típicas 
de MCAP como son macrocefalia con hemimegalencefalia derecha (sin crisis), retraso del 
desarrollo psicomotor, hipertelorismo, asimetría facial derecha, hemihipertrofia derecha, 
polidactilia postaxial en pie derecho y sindactilia bilateral, así como hipotonía. Sin embargo, el 
tipo de afectación vascular, la presencia de sandal gap (mayor separación entre los dedos 
primero y segundo en los pies), la hipertrofia de miembro inferior derecho con mayor volumen 
de los diferentes grupos musculares, y sobretodo el aumento homogéneo del tejido celular 
subcutáneo, hace que clínicamente también tenga un fenotipo compatible con CLOVES. La 




(6/584) de las lecturas de NGS en muestra ADN extraído de sangre, y un 10% (6/66) en 
muestra de ADN extraído de tejido embebido en parafina. El tejido se trataba, según la 
descripción histológica, de una malformación vascular Glut1 negativo con aumento del 
componente linfático. 
 
El segundo caso reclasificado como CLOVES/MCAP, corresponde a una paciente de 
cinco años, que presentó la variante PIK3CA:p.Glu453Lys en un 7% (30/420) de las lecturas de 
NGS en muestra de saliva y un 7% (36/521) en piel. No se disponía de muestra de sangre de 
este paciente. Al igual que en el caso anterior, presentaba características típicas de MCAP 
(Figura 24) como son macrocefalia, asimetría facial derecha, frente prominente, malformación 
capilar extensa, sindactilia, hiperlaxitud articular, hipotonía y anomalías del sistema nervioso 
(ventriculomegalia, polimicrogiria bilateral extensa y herniación de las amígdalas cerebelosas), 
así como hemihipertrofia derecha con aumento del miembro inferior izquierdo y anomalías 
vasculares (aorta abdominal estrecha), más típicas de pacientes con CLOVES. 
 
Otro paciente con diagnóstico clínico previo de CLOVES fue reclasificado como PHTS 
(141) al identificarse en muestra de ADN de sangre periférica una variante patogénica en el 
26,7% (72/269) de las lecturas de NGS del gen PTEN (c.388C>T;p.Arg130*). Aunque algunas 
características de este paciente, como las malformaciones vasculares o la presencia de lipomas 
hacían pensar en CLOVES, es cierto que la revisión minuciosa del fenotipo del paciente podría 
haber incluido desde el inicio a PTEN dentro del diagnóstico diferencial. Este caso ejemplifica la 
dificultad diagnóstica basada únicamente en características clínicas entre patologías causadas 
por mutaciones en genes dentro de la ruta molecular PI3K/AKT/mTOR.  
 
Continuando con los resultados obtenidos en el estudio molecular realizado, y 
centrándose especialmente en las variantes en PIK3CA detectadas en muestras de sangre de 
los pacientes, es interesante el hecho de que únicamente un paciente mostró variantes en 
heterocigosis en este gen en muestra de sangre periférica. Se trataba de un paciente con 
MCAP que falleció a los tres meses de edad. El cuadro clínico de este paciente fue severo 
desde el momento de su nacimiento: amniorrexis intraoperatoria y aspiración de meconio, 
intubación orotraqueal por dificultad respiratoria progresiva, quilotórax, macrocefalia, 
dismorfia facial con aspecto tosco y frente amplia, un cutis reticular llamativo pero sin 
malformación capilar clara, sobrecrecimiento generalizado más evidente en manos y pies, 
anomalías de la migración neuronal, polimicrogiria, retraso global del desarrollo, malformación 




molecular en el paciente permitió la detección de la variante PIK3CA:c.3104C>T;p.Ala1035Val 
en el 41,6% (119/286) de las lecturas de NGS en muestra de sangre y del 54,9% (166/302) en 
células cultivadas procedentes de piel.  Esta variante, clasificada como patogénica o 
probablemente patogénica según los diferentes predictores bioinformáticos de patogenicidad, 
ha sido previamente descrita en dos pacientes que cumplen con los criterios diagnósticos para 
MCAP (20). No existen estudios que comparen cuantitativamente el efecto de ganancia de 
función de la variante PIK3CA:c.3104C>T;p.Ala1035Val con respecto a la variante 
PIK3CA:c.3140A>G;p.His1047Arg, la más frecuente en PROS y cáncer, y considerada como la de 
mayor efecto de ganancia de función. Sin embargo, la detección por primera vez de una 
variante en heterocigosis en muestra de sangre y tejido en un paciente con diagnóstico de 
MCAP con afectación severa y, fallecido a los 3 meses de vida, soporta la hipótesis de que 
algunas variantes constitutivas y de ganancia de función de PIK3CA no son compatibles con la 
vida. 
 
Por otro lado, dos pacientes con diagnóstico de CLOVES/MCAP y otro con CLOVES, 
respectivamente, presentaron variantes en PIK3CA detectables en sangre. El primero (TSR037) 
ya se ha discutido previamente. El segundo de ellos (TSR035), con diagnóstico CLOVES, 
presentaba malformaciones vasculares múltiples, diseminadas, y reticuladas en tronco y 
extremidades, sobrecrecimiento parcial más notorio en miembros superiores (principalmente 
manos) y de miembros inferiores de predominio derecho (con +1cm de longitud en miembro 
inferior derecho), malformaciones linfáticas en zona cervical y clavicular derechas y en tórax, 
así como en el mesenterio del intestino delgado con componente principalmente 
multiquístico. Además presentaba sindactilia de los dedos dos y tres del pie derecho, y sandal 
gap en el mismo pie, así como pies grandes y carnosos, compatible con sobrecrecimiento de 
tipo lipomatoso. El paciente presentó la variante PIK3CA:c.1357G>A;p.Glu453Lys en el 36% 
(145/400) de lecturas en una muestra de malformación linfática, 36% (99/275) en muestra de 
lipoma y 2% (19/875) en sangre. El bajo porcentaje detectado en sangre podría haberse 
confundido con un artefacto de la técnica de no haber contado con los tejidos afectados. 
Asimismo, la posterior validación realizada en dicha muestra mediante la técnica ddPCR 
confirmó la variante en mosaico del 1%. De esta forma, se trata del primer paciente con 
diagnóstico de Síndrome CLOVES y una variante patogénica en PIK3CA detectada en sangre. La 
variante detectada en este paciente está descrita tanto en cáncer como en otros pacientes del 
espectro PROS (Tabla 13), y los estudios funcionales descritos en la literatura demuestran su 





Tanto las reclasificaciones en el diagnóstico clínico de los pacientes como la detección 
de los casos inusuales anteriormente descritos, han sido posibles gracias a la implementación 
del diagnóstico molecular y a la mejor delineación de los diferentes fenotipos dentro del 
espectro PROS desarrollados en esta tesis, dos puntos sobre los que se profundizará un poco 
más a continuación. El estudio molecular mediante la técnica de NGS se realizó en 85 
pacientes de los cuales se disponía de algún tipo de muestra de ADN, obteniendo un resultado 
positivo en 47 de ellos (55,3%) (Figura 13) y negativo en un 44,7% que podría deberse al 
solapamiento fenotípico con otras patologías o a la implicación de genes no descritos 
previamente. Estas cifras han sido calculadas a partir de los 85 pacientes incluidos en el 
estudio molecular, independiente de si se disponía de muestra de ADN de tejido afecto o no, 
dato importante al estudiar patologías asociadas a mosaicismo somático, en las que la 
búsqueda de mutaciones únicamente a partir de muestra de sangre suele ser infructuosa y el 
estudio de tejido afecto se hace necesario (42, 65). De hecho, cuando tenemos en cuenta 
únicamente pacientes con muestra de tejido afecto, este porcentaje aumenta hasta el 70,5% 
(36/51). Este aumento es generalizado para el espectro PROS en su conjunto, pero muestra 
resultados diferenciales según la patología específica. Por ello, se analizaron los porcentajes 
con respecto al total de pacientes de cada grupo (Figura 14). El rendimiento diagnóstico fue 
del 57,7% (15/26) en MCAP, 100% (3/3) en MCAP/CLAPO, 60% (12/20) en CLOVES, 100% (2/2) 
en CLOVES/MCAP, 27,8% (5/18) en PROS inespecífico y del 57,1% (4/7) en macrodactilia; cifras 
que aumentan al 69,2% en MCAP (9/13), 85,7% (12/14) en CLOVES y 80% (4/5) en 
macrodactilia, cuando sólo tenemos en cuenta pacientes con muestra de tejido afecto 
disponible (Figura 14). 
 
Si por el contrario, se analiza nuestra cohorte teniendo en cuenta sólo las variantes 
detectadas (estableciendo en 5% el umbral inferior de confianza para la detección de mosaicos 
bajos por NGS) en muestras disponibles de sangre y/o saliva, el rendimiento diagnóstico sería 
del 38,5% (10/26) en MCAP, y 0% en CLOVES (0/20) y macrodactilia (0/6). Asimismo, seis de los 
pacientes MCAP con variante detectada en sangre no disponían de muestra de tejido afecto, 
haciendo un total de 23% (6/26) de pacientes diagnosticados molecularmente sin necesidad de 
este tipo de muestra. Por tanto, nuestros datos indican que de forma prospectiva en un 38,5% 
de los pacientes con MCAP podría llegarse a una confirmación molecular sin recurrir al uso de 
muestras de tejido obtenidos con métodos invasivos. Asimismo, en otros estudios publicados 
en la literatura científica, como el trabajo de Mirzaa y col. (89), el porcentaje de pacientes con 
variante detectada en este tipo de muestra es similar (39,7%). Esto nos permite recomendar el 




con características compatibles con MCAP y de los que no se dispone de una muestra de tejido 
afecto obtenida durante procedimiento quirúrgico programado como parte del tratamiento de 
rutina, evitando así la solicitud expresa e innecesaria de biopsias cutáneas con fines 
diagnósticos.  
 
La detección de las variantes en mosaicos bajos en muestras de sangre, ha sido posible 
gracias a la evolución de la tecnología de secuenciación masiva que permite obtener un mayor 
número de lecturas de la secuencia en estudio, y por lo tanto una mayor sensibilidad en la 
búsqueda de mosaicos bajos. Aun así, en las muestras de sangre y saliva los porcentajes de 
lecturas del alelo alternativo frente al total suelen ser bajos (Tabla 13), por lo que se requieren 
grandes profundidades de lecturas totales. Con los resultados obtenidos en este estudio 
(Tablas 11 y 12) se estima que el mínimo recomendable de profundidad de lectura sea de 500x 
para este tipo de patologías causadas por mutaciones somáticas.  
 
Por otro lado, las razones por las que la detección de variantes patogénicas en 
muestras de sangre sea un hecho tan excepcional en CLOVES, una patología con una amplia 
afectación y distribución corporal, está aún por ser esclarecido. Sin embargo, probablemente 
esté relacionado con el momento del desarrollo en el que se produce la mutación y con el 
origen embriológico de las células afectadas. Esto lleva a uno de los grandes retos en el futuro 
de la investigación sobre el espectro PROS, el hecho de que hasta la fecha no se conocen 
realmente los tipos celulares afectados y su porcentaje relativo dentro de cada uno de los 
fenotipos incluidos en el espectro PROS. Aunque el aislamiento de todos y cada uno de los 
tipos celulares que componen un tejido afectado es una tarea actualmente muy compleja, este 
tipo de aproximación podría mejorar el conocimiento en cuanto a las diferencias fenotípicas en 
PROS y tener consecuencias en cuanto al seguimiento y manejo de los pacientes. 
 
Asimismo, el porcentaje de lecturas de NGS para el alelo alternativo obtenidas en las 
diferentes muestras estudiadas varía en función de la patología específica dentro del espectro 
PROS (Tabla 13 y Figura 15). En el caso de ADN extraído de linfocitos de sangre periférica, los 
porcentajes obtenidos están por debajo del 20% en todos los casos (Figura 15), salvo en uno 
(TSR031), comentado anteriormente por presentar la variante en heterocigosis en muestra de 
sangre. En el caso de las muestras de saliva, se mantiene la misma tendencia, aunque con 
porcentajes algo mayores, que van desde el 1% hasta el 35% de lecturas del alelo alternativo 
en NGS, si bien en su mayoría están por debajo del 20%. Nuevamente, la mayor parte de los 




PROS no específico se hace más notable. Por otro lado, en el paciente TSR053 con diagnóstico 
de CLOVES/MCAP, ya discutido más arriba, también se detectó la variante en el 7% (30/429) de 
lecturas en muestra de saliva. Por último, en tejido afecto se puede observar que el rango de 
mosaicismo es mucho más amplio, abarcando porcentajes desde el 1 al 50%. La distribución 
fenotípica en este caso es muy amplia, y la muestra con el mayor porcentaje de lecturas del 
alelo alternativo corresponde al paciente MCAP previamente comentado por presentar la 
mutación en el 50% de las lecturas en muestras de sangre. 
   
Un resultado a resaltar en este trabajo es el obtenido del estudio de los pacientes con 
diagnóstico de DCMO, caracterizado por la presencia de malformación capilar reticulada, 
extensa y difusa e hipertrofia proporcionada. Esta patología, definida en 2013 (105), es de 
causa desconocida, y presenta un patrón de afectación compatible con el mosaicismo 
somático, razón por la cual se decidió incluir en este estudio cinco pacientes con este 
diagnóstico. Como se mencionó anteriormente, uno de los pacientes con DCMO fue 
reclasificado como CLOVES, debido al posterior desarrollo de sobrecrecimiento lipomatoso. De 
los cuatro pacientes restantes disponíamos de tejido afecto de tres. De éstos, dos obtuvieron 
un resultado negativo en el estudio por NGS y en el tercero se detectó la variante 
PIK3CA:c.241G>A;p.Glu81Lys en el 5% (33/695) de lecturas en muestra de saliva y 10% (9/88) 
en tejido afecto (Tabla 13). Esta variante ha sido descrita previamente como causante de 
patología por la hiperactivación de la ruta PI3K/AKT/mTOR en pacientes con diagnóstico de 
MCAP (103). Clínicamente, el paciente presenta lesiones vasculares reticuladas congénitas, con 
una disposición parcheada y extensa, afectando a rodillas, cadera-lumbar izquierda, hemitórax 
izquierdo, hemiabdomen derecho (respetando la línea media como se ha descrito para esta 
entidad-Figura 9), ingle derecha y mitad superior de la espalda bilateral. No tiene afectación 
facial pero sí sobrecrecimiento en hemiabdomen derecho, separación entre el primer y 
segundo dedo del pie (sandal gap) leve y lúnulas azuladas. No presenta características que 
indiquen un diagnóstico clínico de CLOVES ni de MCAP. Sin embargo, debemos ser cautos 
teniendo en cuenta el otro paciente DCMO que fue reclasificado como CLOVES por desarrollar 
posteriormente crecimiento lipomatoso. Con todos estos datos, se puede decir que se trata de 
la primera detección de una variante somática patogénica en un paciente con diagnóstico de 
DCMO. El hecho de que el gen involucrado sea PIK3CA sugiere que DCMO podría ser parte del 
espectro PROS, tal vez como un fenotipo previo al desarrollo de CLOVES. De confirmarse esta 
hipótesis con un número mayor de pacientes, tendría implicaciones tanto para el diagnóstico 





Por otro lado, en cuanto al tipo de variantes, en nuestro estudio se detectaron 23 
variantes diferentes en PIK3CA, localizadas a lo largo de la proteína (Figura 16), aunque 
mayoritariamente (39,1%, 9/23) en el dominio quinasa, al igual que ocurre en otros estudios 
publicados (65, 89, 142). Aunque no hay una asociación directa entre la localización de la 
variante y el fenotipo, el espectro de mutaciones en MCAP es más amplio, mientras que en el 
resto del espectro las variantes suelen estar más limitadas a los mismos hot spots asociados a 
cáncer (89). Esta tendencia se mantiene en nuestra cohorte, y además, haciendo referencia a 
la clasificación de variantes propuesta por Gymnopoulos (30) según su efecto de ganancia de 
función, en nuestra cohorte los pacientes con diagnóstico de CLOVES presentaron una alta 
frecuencia de variantes oncogénicas de ganancia de función fuerte 
(PIK3CA:c.1258T>C;p.Cys420Arg y PIK3CA:c.1634A>G;p.Glu545Gly) o intermedia (tres 
pacientes con la variante PIK3CA:c.1357G>A;p.Glu453Lys y uno con la variante 
PIK3CA:c.3140A>G;p.His1047Tyr), mientras que en los pacientes con MCAP la distribución fue 
más amplia (Figura 16).  
 
Las tres variantes más comunes en nuestra cohorte fueron 
PIK3CA:c.3140A>G;p.His1047Arg (un paciente con diagnóstico de MCAP, tres con CLOVES y 
tres con macrodactilia), PIK3CA:c.1357G>A;p.Glu453Lys (tres con CLOVES, uno con 
MCAP/CLAPO,  uno con CLOVES/MCAP y uno con PROS) y PIK3CA:c.2176G>A;p.Glu726Lys 
(cuatro pacientes con MCAP). El hecho de que la variante PIK3CA:c.1357G>A;p.Glu453Lys 
aparezca en dos pacientes con solapamiento fenotípico entre síndromes con un amplio 
espectro de características clínicas, la hace una candidata interesante para futuros estudios 
que busquen esclarecer las diferencias fenotípicas que caracterizan a cada una de las 
entidades que componen el espectro PROS.  
 
Todas las variantes detectadas en nuestros pacientes, con la excepción de 
PIK3CA:c.344G>C;p.Arg115Pro, han sido descritas previamente -a nivel somático- en pacientes 
con cáncer (Tabla 13). Aunque en los síndromes de sobrecrecimiento generalizado hay una 
mayor frecuencia de desarrollar tumores (143), en los sobrecrecimientos segmentarios 
asociados a PIK3CA, la frecuencia no parece ser especialmente alta en general, con excepción 
del tumor de Wilms descrito en varios pacientes con CLOVES (144, 145), con un riesgo 
estimado del 1,6% (144). En nuestro estudio, ninguno de los pacientes ha desarrollado tumor 
de Wilms. Recientemente, se ha sugerido utilizar ADN extraído de orina como biomarcador 
para la detección de nefroblastomatosis o tumor de Wilms en el espectro PROS (146, 147), lo 




pacientes como para su uso alternativo como muestra no invasiva con capacidad diagnóstica. 
Dados los beneficios de la detección temprana de tumores de Wilms, se recomienda el 
seguimiento con ecografía abdominal-renal cada 3 meses hasta los 7 años en pacientes con 
CLOVES (145). 
 
Numerosos estudios han demostrado el efecto sobreactivador de las variantes en 
PIK3CA sobre la vía celular PI3K/AKT/mTOR (30, 32, 40, 103, 124, 127, 128, 148, 149). En esta 
tesis se han identificado 23 variantes diferentes en PIK3CA (Figura 16) y en 14 de ellas se ha 
demostrado previamente su efecto de ganancia de función (GOF). En otras cuatro variantes 
(c.344G>C;p.Arg115Pro, c.1133G>A;p.Cys378Tyr, c.1637A>T;p.Gln546Leu, 
c.1638G>T;p.Gln546His) la GOF ha sido demostrada en diferentes cambios de nucleótido en el 
mismo codón (c.344G>T;p.Arg115Leu (150), c.1132T>C;p.Cys378Arg (130), 
c.1636C>A;p.Gln546Lys (30)), y otras cuatro variantes (c.2816A>G;p.Asn939Gly, 
c.3061T>C;p.Tyr1021His, c.3062A>G;p.Tyr1021Cys, c.3104C>T;p.Ala1035Val) ya han sido 
descritas como causantes de patología, aunque sin estudios funcionales confirmatorios (20, 65, 
89). Por último, la variante c.2726T>G;p.Phe909Cys no había sido descrita en ningún paciente 
con PROS.  
 
Nuestros estudios funcionales sobre las variantes PIK3CA:c.2726T>G;p.Phe909Cys, 
PIK3CA:c.344G>C;p.Arg115Pro, PIK3CA:c.3061T>C;p.Tyr1021His y 
PIK3CA:c.3062A>G;p.Tyr1021Cys, mostraron una tendencia variable de incremento de 
ganancia de función, que sin embargo sólo fue estadísticamente significativa (p<0.05) para la 
variante PIK3CA:c.3140A>G;p.His1047Arg utilizada como control positivo (Figura 18). Esto tal 
vez podría solventarse con la realización de transfecciones estables en vez de transitorias, o 
con el estudio directo en células de los pacientes en vez de usar modelos celulares. Sin 
embargo, ya que estas cuatro variantes se consideran como patogénicas o probablemente 
patogénicas según los criterios establecidos por el Colegio Americano de Genética Médica 
(ACMG), esto también podría estar confirmando que el aumento de actividad de PIK3CA, 
causado por todo el amplio espectro de variantes detectadas tanto en PROS como en cáncer, 
no es una variable dicotómica sino una variable cuantitativa, cuyos efectos dependen no sólo 
de la intensidad propia de su efecto activador, sino que también del porcentaje, tipo y 
localización de células y tejidos afectados en cada individuo. Actualmente es difícil establecer 
umbrales tanto en el grado cuantitativo de ganancia de función de la proteína como del nivel 




un paciente, consideraciones aplicables al espectro PROS, pero que tiene implicaciones en 
patologías causadas por mosaicismo somático en genes diferentes a PIK3CA. 
 
Además de la variante en PTEN comentada anteriormente, se detectaron variantes en 
otros dos genes diferentes a PIK3CA: AKT3 y mTOR. Se detectó una variante en el dominio 
quinasa del gen AKT3 (c.863C>T;p.Thr288Ile) (Figura 19) en un paciente con diagnóstico de 
MCAP (Figura 25). Hasta la fecha, nueve variantes diferentes en AKT3 han sido identificadas en 
25 pacientes con hemi/megalencefalia y/o displasia cortical segmentaria (20, 31, 40, 41, 137, 
151-155). En uno de los casos se detectó la variante constitutiva AKT3:c.686A>G;p.Asn229Ser 
(localizada en el dominio quinasa) en un paciente diagnosticado como compatible MCAP (151), 
aunque las únicas características extra-craneales que describían eran cutis marmorata de las 
extremidades distales e hiperextensibilidad de la piel, con lo que el diagnóstico de MCAP no 
parecía claro. En 20 de los casos descritos se detectaron ocho variantes diferentes en forma 
constitutiva. Los cinco restantes eran casos de mosaicismo somático, ninguno con diagnóstico 
de MCAP, en los que la variante detectada siempre fue AKT3:c.49G>A;p.Glu17Lys, no 
detectada en muestras de sangre o saliva. La variante que se describe en esta tesis 
(AKT3:c.863C>T;p.Thr288Ile), no descrita en ninguna base de datos de población control, 
cáncer o pacientes con PROS, fue detectada en el 24% (59/246) de las lecturas por NGS en 
muestra de piel,  21% (49/232) en saliva y 1% (5/775) en sangre (Figura 20), por lo que se trata 
del primer caso de un paciente MCAP con una variante en AKT3 en mosaico. Clínicamente, el 
paciente presentaba macrocefalia, frente prominente, hipertelorismo, malformación capilar en 
filtrum y en rodilla derecha, sindactilia de los dedos dos y tres en los pies, hipotonía leve, y una 
dismetría del miembro inferior izquierdo con acortamiento de este, además de numerosas 
anomalías cerebrales como son alteración de surcos corticales en hemisferio izquierdo, 
polimicrogiria, cavum septum pellucidum y cavum vergae, ventriculomegalia supratentorial, 
descenso mínimo de amígdalas cerebelosas, e hidrocefalia; siendo todas estas características 
compatibles con MCAP. 
 
Por otro lado, se identificaron tres variantes diferentes en el gen mTOR en cuatro 
pacientes de tres familias diferentes. Tres de estos pacientes tenían un diagnóstico inicial de 
MCAP (Figura 26 - P2, 3 y 4) mientras que el último (Figura 26 - P1) tenía un diagnóstico de 
macrocefalia y discapacidad intelectual. La posterior revisión de la historia clínica de cada uno 
de los pacientes (Tabla 15), así como una revisión bibliográfica de los 23 pacientes descritos en 
la literatura con mutaciones en el gen mTOR y características similares, permitió reclasificar 




publicar la primera revisión de todos los aspectos clínicos y moleculares de esta enfermedad 
poco frecuente con sólo 27 casos descritos hasta la fecha (22) (Artículo científico incluido en 
Anexo III).   
 
Las principales características clínicas de SKS son discapacidad intelectual (92,3%), 
macrocefalia/megalencefalia (88,9%) y epilepsia (73,9%). Las características no neurológicas 
son también comunes, aunque debido a que los 23 pacientes previamente descritos provienen 
de series de pacientes con epilepsia focal, discapacidad intelectual, anomalías del cerebro y 
megalencefalia o hemimegalencefalia, puede que dichas características estén siendo 
infravaloradas. Gracias a este trabajo, se ha podido establecer al SKS como un cuadro 
sindrómico específico y clínicamente distinguible. Sin embargo, como tres de nuestros cuatro 
pacientes fueron remitidos a nuestro centro con diagnóstico de MCAP, la búsqueda de 
variantes patogénicas en mTOR debe ser considerada en pacientes con solapamiento 
fenotípico con el espectro PROS.  
 
Las variantes descritas en mTOR en pacientes con SKS también causan ganancia de 
función de la ruta PI3K/AKT/mTOR, y están distribuidas a lo largo de todo el gen, siendo 
frecuentes en el dominio FAT de la proteína, especialmente la variante 
mTOR:c.5395G>A;p.Glu1799Lys (Figura 21) detectada en un 48,1% (13/27) de los pacientes 
con SKS. Estudios funcionales han demostrado que las variantes en este dominio, 
especialmente la variante mTOR:c.4448G>A;p.Cys1483Phe detectada en 3/27 pacientes SKS, 
parecen disminuir la unión de mTOR con su inhibidor endógeno Deptor, lo que sugiere que 
podrían estar incrementando la actividad de mTOR a causa de un descenso de su inhibición 
(156). Dicha variante, mTOR:c.4448G>A;p.Cys1483Phe (Figura 21), fue identificada en uno de 
nuestros pacientes (TSR023) en el 2% (12/720) de las lecturas en muestra de sangre, 11% 
(39/341) en saliva, 18% (detectado por pirosecuenciación) en piel hiperpigmentada y 28% 
(76/268) en piel hipopigmentada (Figura 22).  
 
Por otro lado, en SKS el mosaicismo gonadal tanto de origen paterno como materno, 
parece ser común (9/27 casos). En esta tesis doctoral, la variante 
mTOR:c.6605T>G;p.Phe2202Cys (Figura 21) fue detectada en muestra de sangre de dos 
hermanos con diferente edad (Tabla 15), y no fue detectada en muestra de sangre de los 
padres ni en muestra de esperma del padre, por lo que se sospecha de un mosaicismo gonadal 
de origen materno. Por tanto, mutaciones germinales (ya sean de novo, heredadas de padres 




mientras que el porcentaje restante de pacientes presenta mutaciones en forma de mosaico 
en todos los tejidos, lo cual tiene importantes implicaciones tanto para el correcto diagnóstico 
molecular (las técnicas tradicionales no detectan niveles bajos de mosaicismo) como para el 
consejo genético (por ejemplo, riesgo de recurrencia o seguimiento). Este trabajo también 
permitió sugerir el uso del término “mosaicismo constitutivo” para referirse a aquellas 
variantes constitutivas presentes en forma de mosaico, es decir, presentes en todos los tipos 
celulares pero no en el 100% de las células (22). 
 
5.2 Desarrollo de un protocolo experimental y diagnóstico 
En cuanto a los retos asociados al diagnóstico molecular en PROS, uno de los 
principales desafíos del mosaicismo somático es la detección de variantes patogénicas, ya que 
se necesita estudiar el tejido afecto, lo cual ya es una limitación. La definición de tejido afecto 
no es trivial ya que no siempre es posible predecir el número de células con la mutación que 
conforman una malformación específica. Lo ideal sería obtener una muestra de tejido con 
malformación como parte del tratamiento de rutina, pero a menudo esto no es posible, por lo 
que es necesario obtener biopsias de la piel, un procedimiento invasivo indeseable. 
Afortunadamente, como se ha comentado anteriormente, en algunos pacientes es posible la 
detección de variantes patogénicas en muestras obtenidas por procedimientos no invasivos. 
 
Otro de los grandes desafíos en el diagnóstico de mosaicos bajos es que, aunque hay 
varios enfoques bioinformáticos para detectar variantes somáticas en los datos derivados de 
NGS, estos están diseñados principalmente para la detección de variantes en cáncer y no para 
el estudio de trastornos del desarrollo en mosaico, y el contexto genómico es diferente. Por 
ello, en este trabajo se diseñó un enfoque propio para solucionar el problema. Una 
aproximación bioinformática que ha demostrado ser útil para el estudio de variantes en 
mosaicos bajos tanto para el estudio de la cohorte de pacientes de esta tesis como para la 
detección por primera vez de variantes somáticas en el gen PIK3CA en pacientes con CLAPO 
(93). Gracias al enfoque bioinformático aplicado, se pudo mantener las lecturas con baja 
calidad de mapeo debido a un alto porcentaje de identidad con otras regiones genómicas (que 
con un protocolo para variantes constitutivas se hubieran descartado), así como anotar 
variantes representadas de forma diferencial según el tipo de muestra estudiado, permitiendo 
identificar la variante causal en 24 de los 47 (51%) pacientes con diagnóstico molecular 
positivo en los cuales el protocolo bioinformático para variantes constitutivas no las detectó. 




muestras asociadas a mosaicismo somático y será presentada en una publicación científica 
próximamente. 
 
Por otro lado, debido a la existencia de una región de alta homología en el cromosoma 
22 con los exones del 10 al 14 en PIK3CA, aunque el panel de genes de NGS y el protocolo 
bioinformático empleados en este trabajo parecen discriminar correctamente entre estas dos 
regiones, en caso de detectar variantes mediante NGS en esta región, se recomienda confirmar 
la localización de estas en el gen mediante la realización previa de Long Range-PCR o la 
utilización de oligonucleótidos que abarquen polimorfismos específicos de PIK3CA haciéndolos 
específicos para él, en el caso de validar las variantes mediante pirosecuenciación o 
secuenciación Sanger. Asimismo, ha de ponerse especial atención si se detectan las variantes 
en PIK3CA: c.1634A>C;p.Glu545Ala, c.1658_1659GT>C;p.S553fs*7, c.1837G>A;p.Gly613Ser, 
c.1850G>A;p.Arg617Gln, c.1876G>A;p.Asp626Asn, c.2038G>C;p.Val680Leu y 
c.2155C>G;p.Leu719Val, ya que aunque existen estudios científicos publicados describiendo 
algunas de estas variantes (c.1634A>C;p.Glu545Ala y c.1658_1659GT>C;p.S553fs*7) como 
causantes de patología (125), cuyo nucleótido alternativo coincide con el nucleótido 
correspondiente a la región de alta homología en el cromosoma 22, y por tanto, se ha de 
verificar su localización en PIK3CA. 
 
Debido al amplio solapamiento fenotípico observado en nuestra cohorte de pacientes, 
así como a los diferentes rangos de mosaicismo somático dependiendo del tipo de muestra 
estudiado, se recomienda un protocolo diagnóstico para pacientes con diagnóstico presuntivo 
de PROS basado en la utilización de NGS con coberturas profundas (>500x), analizando todos 
los genes implicados en el diagnóstico diferencial, y por tanto en la ruta PI3K/AKT/mTOR. En 
los pacientes MCAP sin muestra de tejido afecto disponible, se recomienda utilizar 
inicialmente muestra de sangre y/o saliva, y solicitar biopsia de tejido afecto sólo si el 
resultado es negativo en estas muestras. En el resto de patologías dentro del espectro PROS 
sigue siendo necesario actualmente el uso de tejido afecto. 
 
Asimismo, haciendo un balance de los resultados obtenidos con los diferentes 
métodos de validación de variantes en mosaico, cabe destacar que los porcentajes de 
mosaicismo obtenidos mediante la técnica de ddPCR son más consistentes con los 
encontrados en NGS, en comparación con la técnica de pirosecuenciación (Tabla 13). Esta 
última, es más efectiva cuando se están estudiando variantes presentes por encima del 7% de 




El protocolo diagnóstico más eficiente sería la combinación de NGS con una profundidad de 
lecturas elevada y una posterior validación de las variantes en mosaico por ddPCR. Sin 
embargo, debido a la escasa disponibilidad y el elevado precio de la ddPCR en la práctica 
clínica, parece adecuado una primera validación de las variantes mediante pirosecuenciación, 
técnica más accesible, y en caso de no obtener resultados concluyentes optar por la ddPCR, o 
incluso un segundo panel de genes de NGS diferente al inicial, preferiblemente realizado con 
una plataforma experimental diferente. 
 
En este trabajo, la revisión de las características clínicas de los pacientes, así como su 
codificación y tabulación estandarizada utilizando términos HPO, ha permitido delinear mejor 
el fenotipo PROS. En términos generales, las frecuencias de presentación de las diferentes 
características clínicas para MCAP y CLOVES en nuestra cohorte coinciden con las ya descritas 
en la literatura (Tabla 14). Sí es destacable la presencia de sindactilia y anomalías de la piel 
(manchas café con leche y nevus) en tres pacientes con macrodactilia, lo que podría estar 
indicando que no siempre se trata de una alteración aislada, y que en algunas ocasiones podría 
coexistir con formas menos evidentes de otras alteraciones asociadas al espectro PROS. Si a 
esto sumamos el amplio grupo de pacientes en esta cohorte cuyo diagnóstico clínico fue 
modificado, además de los pacientes que fueron clasificados como fenotipos solapantes (tres 
MCAP/CLAPO, y dos CLOVES/MCAP), es cuando surge la pregunta de si es o no apropiado 
mantener los nombres originales de cada uno de estos síndromes, o si deberíamos re-
clasificarlos a todos bajo el diagnóstico único de PROS (157). Aunque en términos moleculares 
parece adecuada la clasificación única bajo el término PROS, se considera que el hecho de 
compartir la causa molecular (variantes en el gen PIK3CA) no hace que su antigua clasificación 
fenotípica sea obsoleta. La identificación temprana de las diferentes anomalías asociadas a 
cada subtipo tiene implicaciones clínicas, como puede ser la mayor frecuencia de tumores de 
Wilms en los pacientes con CLOVES; también es útil para que los diferentes especialistas 
médicos, especialmente los neonatólogos, sean capaces de ofrecer diagnósticos tempranos y 
realicen estudios complementarios adecuados, y también ayudará en el diagnóstico diferencial 
de aquellos pacientes con fenotipo similar pero causado por otros genes diferentes a PIK3CA, 
como los descritos en este trabajo, especialmente dentro de la ruta PI3K/AKT/mTOR. Sin duda, 
se necesitan nuevos sistemas de clasificación que puedan incorporar tanto la expresión clínica 
como la causa molecular, pero siempre pensando en la utilidad para el paciente.  
 
Por último, aunque no existe ningún tratamiento establecido para pacientes con PROS, 




cada vez sean más los estudios que tratan de demostrar la eficacia de fármacos propuestos 
para cáncer en el tratamiento de pacientes con PROS. El efecto de ganancia de función que 
tienen las variantes en PIK3CA, como en los otros dos genes identificados en esta tesis doctoral 
(AKT3 y mTOR), sobre la ruta de señalización PI3K/AKT/mTOR pone especial atención en los 
inhibidores de esta ruta. Para los pacientes con PROS sería apropiado una inhibición selectiva 
de la isoforma p110α (PIK3CA) que pudiera revertir directamente el defecto molecular, 
minimizando los efectos secundarios provocados por la inhibición del resto de isoformas (64, 
158). Por otro lado, el compuesto ARQ 092, un inhibidor de AKT, ha mostrado resultados 
prometedores en células y tejidos obtenidos de pacientes con Síndrome Proteus y positivos 
para la variante AKT1:c.49G>A;p.Glu17Lys (159), lo cual podría extrapolarse a pacientes con 
PROS, en los que también está aumentada la fosforilación de AKT. Finalmente, los inhibidores 
de mTOR, como el Sirolimus (Rapamicina) o el Everolimus, han mostrado buenos resultados en 
su uso compasivo para el tratamiento de malformaciones vasculares, incluidas las asociadas a 
PIK3CA, y se está evaluando la efectividad de su uso en la reducción o reversión del 
sobrecrecimiento funcional en PROS (160). 
La combinación de estos avances junto con los estudios clínicos y moleculares presentados en 
esta Tesis Doctoral, podrán servir de ayuda en un futuro no muy lejano para escoger aquellos 

























Tras el estudio de la cohorte de pacientes aquí presentada podemos sugerir las 
siguientes conclusiones: 
1. Este trabajo ha permitido expandir el espectro fenotípico y genotípico de los síndromes de 
sobrecrecimiento asociados a PIK3CA (PROS): se muestra que la reclasificación de 
pacientes (11 de 96) tanto dentro como fuera del espectro PROS es un hecho frecuente; se 
describen los primeros casos de solapamiento fenotípico entre MCAP y CLAPO; se ha 
contribuido a demostrar que las mutaciones somáticas en PIK3CA son causantes también 
de hipoglicemia no cetócica severa; y la detección de una variante en heterocigosis en 
muestra de sangre y tejido en un paciente con diagnóstico de MCAP con afectación severa 
y, fallecido a los 3 meses de vida, soporta la hipótesis de que algunas variantes 
constitutivas y de ganancia de función de PIK3CA no son compatibles con la vida. 
2. El hecho de compartir una misma causa molecular (PIK3CA) hace parecer apropiado en 
términos moleculares una clasificación única bajo el término PROS. Sin embargo, la 
clasificación tradicional en subtipos clínicos sigue siendo necesaria para obtener mejores 
rendimientos diagnósticos, para decidir el mejor tipo de muestra a utilizar en la 
confirmación molecular, y para una identificación temprana de las diferentes anomalías 
asociadas a cada patología. Sería necesario proponer una nueva clasificación, consensuada 
a nivel internacional, que incluya tanto aspectos fenotípicos como moleculares. 
3. Se ha observado que el rendimiento diagnóstico en la cohorte de estudio aumenta del 
55,7% al 70,5% cuando únicamente se tienen en cuenta los pacientes con muestra de 
tejido afecto disponible. Sin embargo, también se muestra que en un 38,5% de los 
pacientes con Macrocefalia-Malformación Capilar se hubiera podido establecer el 
diagnóstico molecular sin necesidad del uso de muestras de tejido afecto, evitando así la 
realización de una prueba invasiva. Por ello, se propone específicamente para MCAP un 
primer estudio molecular en ADN procedente de muestras de sangre y/o saliva, antes de 
proceder a la obtención de muestra de tejido afecto. Al contrario, en los pacientes con 
diagnóstico clínico de Síndrome CLOVES, Macrodactilia aislada u otras patologías 
específicas de tejido incluidas en el Espectro PROS, sigue siendo necesario el uso de tejido 
afecto para realizar el estudio molecular. 
4. Se describe el primer caso de un paciente con diagnóstico de Síndrome CLOVES y variante 
patogénica en PIK3CA detectada en muestra de ADN de linfocitos de sangre periférica. Las 
razones por las que la detección de variantes patogénicas en muestras de sangre sea un 




están aún por ser esclarecidas. Sin embargo, probablemente esté relacionado con el 
momento del desarrollo en el que se produce la mutación y con el origen embriológico de 
las células afectadas. 
5. Por primera vez se ha identificado una variante patogénica en forma de mosaicismo 
somático en el gen PIK3CA en un paciente con diagnóstico de DCMO (Diffuse Capillary 
Malformations with Overgrowth), una entidad clínica con características compatibles con 
el espectro PROS y de la que no se ha descrito su causa genética hasta la fecha. La 
descripción de más casos probablemente indicaría la inclusión de DCMO dentro del 
espectro PROS. 
6. Se describe por primera vez un paciente con un claro diagnóstico clínico de PROS y 
mutación en un gen diferente a PIK3CA, al detectarse una variante en forma de mosaico en 
el gen AKT3 en todas las muestras estudiadas (sangre, saliva y piel) de un paciente con 
MCAP. 
7. La identificación de tres variantes diferentes en el gen mTOR en cuatro pacientes nos ha 
permitido incluir el Síndrome de Smith-Kingsmore dentro del diagnóstico diferencial del 
espectro PROS, así como definir los aspectos clínicos y moleculares de esta enfermedad 
poco frecuente con sólo 27 casos descritos hasta la fecha. 
8. Se ha desarrollado un protocolo experimental y bioinformático de secuenciación masiva, 
que ya se aplica en la práctica clínica de rutina de nuestro centro para el diagnóstico de 
pacientes con PROS. La herramienta bioinformática específica desarrollada para la 
detección de mosaicismo somático utilizada en este trabajo permitió detectar la alteración 
molecular en el 51% de los pacientes que previamente habían resultado negativos 
utilizando los protocolos de análisis habituales en NGS. Por ello, se demuestra la 
importancia del uso de algoritmos específicos para la detección de mosaicos bajos en este 
tipo de patologías. Este protocolo es extrapolable a todas las patologías asociadas a 
mosaicismo somático. 
9. Se propone un protocolo diagnóstico integral para el espectro PROS basado en la 
utilización de NGS con coberturas profundas (>500x), el uso de algoritmos específicos para 
la detección de variantes somáticas presentes en mosaicos bajos, el uso de paneles que 
incluyan todos los genes implicados en la ruta PI3K/AKT/mTOR, la discriminación del tipo 
de muestra necesaria para el estudio según el diagnóstico clínico dentro del espectro 
PROS, y la utilización de las metodologías alternativas más adecuadas para la validación de 




















After the study of the cohort of patients presented herein, we can suggest the 
following conclusions: 
1. This study has allowed the expansion of the phenotypic and genotypic spectrum of the 
PIK3CA-Related Overgrowth Spectrum (PROS). This study shows that the reclassification of 
patients (11 of 96) both inside and outside PROS spectrum is frequent. We have described 
the first cases of phenotypic overlap between MCAP and CLAPO. The involvement of 
PIK3CA somatic mutations is demonstrated as responsible of severe non-ketogenic 
hypoglycaemia. Finally, the detection of a heterozygous variant in blood and affected 
tissue from a patient with severe MCAP, who died at three months of age, supports the 
hypothesis that some constitutive and gain-of-function PIK3CA variants are not compatible 
with life. 
2. The fact of sharing the same molecular cause (PIK3CA) makes it seem appropriate in 
molecular terms a unique classification under the term PROS. However, the classification 
in clinical subtypes is still necessary to obtain better diagnosis yields, to choose the most 
suitable of sample for molecular analysis, and for an early identification of the different 
anomalies associated to each disease. A new internationally agreed classification, including 
both phenotypic and molecular aspects, seems necessary. 
3. This study shows that the diagnostic efficiency in our cohort increases from 55,7% to 
70,5% when only patients with available affected tissue samples are analyzed. However, in 
38,5% of the patients with Macrocephaly-Capillary Malformation, the molecular diagnosis 
could have been achieved without the need of tissue samples obtained by invasive 
methods. Therefore, before obtaining affected tissue sample, a first molecular study using 
DNA from blood and/or saliva is proposed specifically for MCAP. Conversely, in patients 
with CLOVES syndrome, Isolated Macrodactyly or other tissue-specific anomalies, the use 
of affected tissue is still necessary to perform the molecular study. 
4. The first patient diagnosed with CLOVES syndrome and a PIK3CA pathogenic variant 
detected in DNA from blood is described. The reasons why the detection of mutations in 
blood samples is exceptional in this disease characterized by a generalized distribution, still 
needs to be clarified. However, it could be related to the time of the development in which 
the mutation occurs and to the embryological origin of the affected cells. 
5. For the first time, a pathogenic somatic variant in the PIK3CA gene has been identified in a 
patient diagnosed with DCMO (Diffuse Capillary Malformations with Overgrowth), a clinical 




described to date. Description of more cases would probably indicate the inclusion of 
DCMO within the PROS spectrum. 
6. This work described for the first time a patient with a clear clinical diagnosis of PROS and 
non-PIK3CA mutation as a somatic variant in the AKT3 gene was detected in all the studied 
samples (blood, saliva and skin) in a patient with MCAP. 
7. The identification of three different variants in the mTOR gene in four patients has allowed 
us to include Smith-Kingsmore syndrome within the differential diagnosis of PROS 
spectrum, as well as to define the clinical and molecular aspects of this rare disease with 
only 27 cases described to date. 
8. An experimental and bioinformatic NGS protocol has been developed, which is already 
applied in the clinical routine of our center for the molecular diagnosis of PROS patients. 
The specific bioinformatics tool for the detection of somatic mosaicism used in this work 
allowed us to detect the molecular defect in 51% of the patients with previous negative 
results using the standard NGS protocol. Therefore, it is necessary to use specific 
algorithms for the detection of low mosaics in this type of diseases. This protocol can be 
extrapolated to all the diseases associated with somatic mosaicism. 
9. A diagnostic protocol for PROS spectrum is proposed based on: the use of deep coverage 
NGS (>500x), the use of specific algorithms for the detection of somatic variants in low 
mosaics, the use of NGS panels including all the genes involved in the PI3K/AKT/mTOR 
pathway, the selection of the most suitable sample for molecular analysis in each entity 
within PROS spectrum, and using the appropriate methodologies for the validation of 
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TSR001 MCAP 24,1 H + + - - - + - MCAP 
TSR002 MCAP ¿ H - + - - - + - MCAP 
TSR003 MCAP 14,4 H + - - - + - - MCAP 
TSR004 MCAP 13,7 M - - - - - - - MCAP 
TSR005 MCAP ¿ H + - - - Madre - - MCAP 
TSR006 MCAP 12,7 H + + + + + + - MCAP 
TSR007 MCAP 15,3 H + + + + + + + MCAP 
TSR008 MCAP 16,6 H + + - - + + - MCAP 
TSR009 MCAP 11,8 H + + + + + + + MCAP 
TSR012 MCAP 10,9 H + + - - - - - MCAP 
TSR013 CLOVES 18,5 M + + + + + + + CLOVES 
TSR014 MCAP 10,7 M + + + + + + + MCAP 
TSR015 MCAP 10,4 M + + + - + + + SKS 
TSR016 MCAP 11,6 H + + + - + + + SKS 
TSR017 MCAP 9,9 H + + - - - + - MCAP 
TSR018 MCAP 12,3 H + + + - + + + MCAP 
TSR019 MCAP 10,2 H + + + + + + + MCAP 
TSR020 MCAP 11,2 H + + - - + + + MCAP 
TSR021 CLOVES 10,1 H + + - - + + + PHTS 
TSR022 CLOVES 10,5 M + + + + Padre + + CLOVES 
TSR023 MCAP 9,2 H + + + + + + + SKS 
TSR024 MCAP 17,3 H + + - - + + - MCAP 
TSR025 PROS 7,9 M + + - - - + - PROS 
TSR026 MCAP 6,0 H + + + + + + + 
MCAP/ 
CLAPO 
TSR027 MCAP 7,1 H + + + + + + - MCAP 
TSR028 MCAP 5,5 M + + + - + + + MCAP 
TSR029 MCAP 6,2 H + + + + + + + 
MCAP/ 
CLAPO 
TSR030 MCAP 4,6 H + + + + + + + 
MCAP/ 
CLAPO 
TSR031 MCAP 4,1 H + + - + + + + MCAP 
TSR032 MCAP 11,8 H + + - + + + - MCAP 
TSR033 CLOVES 42,6 M + + + + - + + CLOVES 
TSR034 CLOVES 7,9 H + + - - Padre + - CLOVES 
TSR035 CLOVES 5,3 H + + + + + + + CLOVES 
TSR036 CLOVES 5,1 H + + + + + + + CLOVES 
TSR037 CLOVES 12,7 H + + - + + + + 
CLOVES/M
CAP 
TSR038 CLOVES 8,1 H + + - - Madre + - CLOVES 
TSR039 CLOVES 19,3 M + + + + + + + CLOVES 
TSR040 MCAP ¿ H - + - - - + - MCAP 
TSR041 MCAP 8,9 H + + + + + + + MCAP 
TSR042 CLOVES 13,5 H + + + + + + + CLOVES 




TSR044 CLOVES 6,8 M + - - - - - - CLOVES 
TSR045 CLOVES 6,6 M + + + + + + - CLOVES 
TSR046 CLOVES 8,1 H + - - - - - - CLOVES 
TSR047 CLOVES 6,4 H + + + - + + - CLOVES 
TSR048 CLOVES 6,9 M + - - - - - - CLOVES 
TSR049 MCAP 4,9 M + - - - - - - MCAP 
TSR050 CLOVES 19,3 H + + - - - + - CLOVES 
TSR051 CLOVES 16,6 M - + - + - + + CLOVES 
TSR052 MCAP ¿ H - + + - + + - MCAP 
TSR053 CLOVES 4,3 M + - + + + + + 
CLOVES/M
CAP 
TSR054 CLOVES 6,7 M + + + - + + - CLOVES 
TSR055 MCAP 8,8 H + + + + - + - MCAP 
TSR056 MCAP 14,6 H + + + + + + + MCAP 
TSR058 MCAP 9,2 H + + - + - + + MCAP 
TSR059 MCAP 4,4 M - + - - + + + MCAP 
TSR060 CLOVES 13,8 H + + - + - + - CLOVES 
TSR061 DCMO 11,5 M - + - - + + - DCMO 
TSR062 CLOVES 3,6 M + + + + - + + CLOVES 
















6,1 M + + - + - + - 
Macrodactil
ia 




8,3 H + + - - + + - 
Macrodactil
ia 




9,6 M + + - + - + + 
Macrodactil
ia 
TSR071 DCMO 2,1 H + + - + - + + CLOVES 
TSR072 PROS 6,6 H + + - + + + - PROS 




13,3 H + + - - Padre + - 
Hemihipert
rofia 
TSR075 PROS 3,8 M + + - - + + - PROS 
TSR076 DCMO 3,1 H + + + + - + + DCMO 
TSR077 PROS 3,9 H - + + + - + + PROS 
TSR078 PROS 7,1 H - + + + - + + PROS 
TSR079 PROS 5,2 M - + + + + + + PROS 




13,4 H + + - - + + - 
Macrodactil
ia 
TSR082 PROS ¿ M - + - + - + - PROS 
TSR083 PROS 12,4 M + - - - - - - PROS 
TSR084 CLOVES 23,7 H + + - - Padre + - CLOVES 
TSR085 PROS 2,4 M - - + - - + - PROS 
TSR086 PROS 5,5 M - - + - - + - PROS 
TSR087 MCAP 4,1 H + + + - - + + MCAP 








2,1 H - - - + - + + 
Macrodactil
ia 




6,4 H + + - + - + + 
Macrodactil
ia 
TSR093 PROS 6,3 H 
 
+ - - - + - PROS 
TSR094 MCAP 2,6 M - - + - - + + MCAP 
TSR096 PROS 30,2 M - + - + - + - PROS 
TSR097 PROS ¿ M - + - - Madre + - PROS 
TSR098 PROS 1,9 H - + - - + + - PROS 





14,0 H + + - - - + + SKS 
En la tabla se indica la identificación correspondiente a cada paciente, el diagnóstico presuntivo inicial al 
entrar a formar parte del proyecto TSR (Todos Somos Raros), la edad, el género, el tipo de muestra del 
que se disponía (sangre, saliva, tejido afecto, y sangre de los padres), si se pudo realizar el estudio 
molecular, si tuvieron diagnóstico molecular positivo, y el diagnóstico final. Abreviaturas: DI: 
Discapacidad Intelectual; H: Hombre, M: Mujer; +: Sí; - No; CLOVES: Síndrome CLOVES; DCMO: 
Malformaciones capilares difusas con sobrecrecimiento; MCAP: Macrocefalia-Malformación Capilar; 
PROS: Espectro de Sobrecrecimientos asociados a PIK3CA; PHTS: Trastornos relacionados con PTEN; 





Tabla Anexa 2: Datos correspondientes al tipo de panel de genes de NGS utilizado en cada 

















TSR001 MCAP Sangre Mosaicos P3 -   




MCAP Sangre Mosaicos P1, NIH -   
Saliva Mosaicos P1, NIH -   
Tejido Mosaicos P1, 
MALVA P2, NIH 




MCAP Sangre Mosaicos P3 + + - 
Saliva No Hecho    
Tejido No Hecho    
TSR008 MCAP Sangre Mosaicos P3 -   
TSR009 MCAP Sangre Mosaicos P1 + + + 




CLOVES Sangre Mosaicos P1 -   
Saliva Mosaicos P1 -   




MCAP Sangre Mosaicos P1 -   
Saliva Mosaicos P1 + + - 
Tejido Mosaicos P1 + + + 
TSR015 SKS Sangre Mosaicos P3 + + + 
TSR016 SKS Sangre Mosaicos P3 + + + 
TSR017 MCAP Sangre Mosaicos P3 - - - 
TSR018 MCAP Sangre Mosaicos P3 + - - 
Saliva Mosaicos P3 + + - 
TSR019 MCAP Sangre Mosaicos P1 -   
Saliva No hecho    
Tejido Mosaicos P1 + + - 
HV1 Mosaicos P1 + (IGV) - - 
HV2 Mosaicos P1 + + - 
TSR020 MCAP Sangre Mosaicos P3 + + - 




CLOVES Sangre Mosaicos P1 -   
Saliva Mosaicos P1 -   





SKS Sangre Mosaicos P1 + - - 
Saliva Mosaicos P1 + + - 
Piel 
hiperpig. 
No hecho    
Piel 
hipopig. 
Mosaicos P1 + + + 
TSR024 MCAP Sangre Mosaicos P5, 
MALVA P3 
-   







Sangre Mosaicos P1 + + - 
Saliva Mosaicos P1 + + + 




MCAP Sangre Mosaicos P1, NIH -   
Saliva Mosaicos P1, NIH -   
Tejido MALVA P2, NIH -   
TSR028 
  
MCAP Sangre Mosaicos P3 + + - 







Sangre Mosaicos P1 + + - 
Saliva Mosaicos P1 + + - 










Mosaicos P3 + + + 




MCAP/CLAPO Sangre Mosaicos P3 -   
Saliva Mosaicos P3 + + + 
Tejido Mosaicos P3 + + + 
TSR031 
  
MCAP Sangre Mosaicos P1 + + + 
Tejido Mosaicos P1 + + + 
TSR032 
  
MCAP Sangre Mosaicos P1, NIH -   
Tejido Mosaicos P1, 
MALVA P2, NIH 






Sangre Mosaicos P2, NIH -   
Saliva Mosaicos P2 -   
FFPE NIH +   





CLOVES Sangre Mosaicos P2 +  (IGV) - - 
Saliva Mosaicos P2 -   
Tejido Mosaicos P2 + + + 




CLOVES Sangre Mosaicos P1 -   
Saliva Mosaicos P1 -   
Tejido Mosaicos P1 + + + 
TSR037 
  
CLOVES/MCAP Sangre Mosaicos P3, 
MALVA P2, NIH 
+ + - 
FFPE NIH +   




CLOVES Sangre Mosaicos P2 -   
Saliva Mosaicos P2 -   
Tejido Mosaicos P2 + + - 
TSR040 MCAP Sangre Mosaicos P3, 
MALVA P2 




MCAP Sangre Mosaicos P2, NIH + (IGV) - - 
Saliva Mosaicos P2, NIH + + + 




CLOVES Sangre Mosaicos P2 - - - 
Saliva Mosaicos P2 - - - 




CLOVES Sangre Mosaicos P3 -   
Saliva Mosaicos P3 -   




CLOVES Sangre Mosaicos P2, NIH -   
Saliva Mosaicos P2 -   
Tejido Mosaicos P2, 
MALVA P2, NIH 
-   
TSR047 
  
CLOVES Sangre Mosaicos P3, NIH -   
Saliva Mosaicos P3 -   






Sangre Mosaicos P2 -   
Tejido Mosaicos P2 + + - 
Tejido Mosaicos P2 -   
TSR052 
  
MCAP Sangre Mosaicos P2, NIH -   
Saliva Mosaicos P2, 
MALVA P2, NIH 
-   
TSR053 
  
CLOVES/MCAP Saliva Mosaicos P2 + + - 
Tejido Mosaicos P2 + + - 
TSR054 
  
CLOVES Sangre Mosaicos P3 -   






Sangre Mosaicos P2, NIH -   
Saliva Mosaicos P2, NIH -   
Tejido Mosaicos P2, 
MALVA P3, NIH 
-   






Saliva Mosaicos P2 No analizable   




MCAP Sangre Mosaicos P3, 
MALVA P2 
-   
Tejido MALVA P2 + + - 
TSR059 MCAP Sangre Mosaicos P3 + + - 
TSR060 
  
CLOVES Sangre Mosaicos P2, NIH -   
Tejido Mosaicos P2, 
MALVA P2, NIH 
-   
TSR061 DCMO Sangre Mosaicos P3, 
MALVA P2, NIH 






Sangre Mosaicos P3 -   
Saliva Mosaicos P3 -   
Tejido Mosaicos P3 + + - 
TSR063 
  
CLOVES Sangre Mosaicos P2 -   
Tejido Mosaicos P2 + + - 
TSR064 
  
Macrodactilia Sangre Mosaicos P3 -   






Sangre Mosaicos P2, NIH -   
Tejido Mosaicos P2, 
MALVA P2, NIH 




DCMO Sangre Mosaicos P2, NIH -   
Saliva Mosaicos P2, NIH -   
Tejido Mosaicos P2, 
MALVA P3, NIH 
-   






Sangre Mosaicos P2, NIH -   
Saliva Mosaicos P2, NIH -   
Tejido Mosaicos P2, 
MALVA P3, NIH 
-   
TSR070 
  
Macrodactilia Sangre Mosaicos P3 -   





Sangre Mosaicos P3 -   
Tejido MALVA P3 + + + 
TSR072 
  
PROS Sangre Mosaicos P3, NIH -   













-   
Tejido 
sano 
Mosaicos P4 -   
Cels TS NIH, MALVA P3 -   
CelsTA  NIH +   
TSR074 Hemihipertrofia  Sangre MALVA P2 -   




DCMO  Sangre MALVA P2 -   
Saliva MALVA P2 + + - 






Sangre MALVA P2, NIH -   
Saliva MALVA P2, NIH + (IGV)   






Sangre MALVA P2, NIH -   
Saliva MALVA P2, NIH + + - 






Sangre MALVA P3 -   
Saliva MALVA P3 No analizable   






Sangre MALVA P3, NIH -   
Saliva MALVA P2 -   
Tejido MALVA P3, NIH -   
TSR081 Macrodactilia Sangre MALVA P3 -   




    Tejido MALVA P3 -   
TSR084 CLOVES Sangre MALVA P3 -   
TSR085 PROS Saliva MALVA P3 -   




MCAP  Sangre MALVA P3 + + - 
Mucosa 
bucal 




MCAP Sangre MALVA P3 + + - 
Mucosa 
bucal 
MALVA P3 + + + 






Sangre MALVA P3 -   
Saliva MALVA P3 -   
Tejido 
afecto 







MALVA P3 + + + 
TSR092 
  
Macrodactilia Sangre MALVA P4 -   
Piel MALVA P4 + + + 
TSR093 PROS Sangre MALVA P4 -   





Sangre MALVA P5 -   
Tejido MALVA P5 -   
TSR097 PROS Sangre MALVA P5 -   
TSR098 PROS Sangre MALVA P5 -   
TSR100 
  
PROS MV pie MALVA P5 -   
MV  
escroto 
MALVA P5 -   
OGS771 SKS Sangre Mosaicos P4 + + + 
En los casos en los que se identificó una variante causal en un paciente, se indica con el tipo de 
protocolo bioinformático que se detectó: mosaicos y/o constitutivo. Cuando aparece + (IGV) significa 
que la variante pudo visualizarse en el archivo bam con el programa IGV, pero no aparecía anotada con 
el protocolo bioinformático. Abreviaturas: FFPE: Tejido en parafina; Hiperpig.: hiperpigmentada; 
Hipopig.: hipopigmentada; HV: Hemangioma Venoso; IGV: Integrative Genome Viewer; MV: 







Figura Anexa 1: Protocolo diagnóstico propuesto para pacientes con PROS (Espectro de 
Sobrecrecimientos asociados a PIK3CA). El paciente es recibido en el INGEMM u otro hospital, pasa por 
la consulta de Genética Clínica que establece un diagnóstico clínico previo, y solicita el tipo de muestra 
necesaria según el diagnóstico establecido. Una vez recibidas las muestras y extraído el ADN, se procede 
a realizar el estudio molecular, para finalmente emitir un informe. El panel de genes utilizado para la 
realización de NGS debe incluir PIK3CA y además los genes incluidos en la ruta PI3K/AKT/mTOR. *Si se 
trata de un paciente que haya sido intervenido quirúrgicamente con anterioridad y se dispone de 






















Cuestionario Síndromes de Sobrecrecimiento Asociados a PIK3CA  
(PIK3CA-Related Overgrowth Spectrum -PROS-) 
 
DATOS DEL PACIENTE 
Nombre y Apellidos:  
Fecha de nacimiento:  Sexo: ☐Mujer       ☐Hombre 
Diagnóstico presuntivo:  
Teléfono de contacto:  
Correo electrónico:  
Dirección:  
 
Centro de procedencia:  
Médico:   Teléfono: 
Correo electrónico: 
 
Nombre y Apellidos Madre:  F. nacimiento:  Lugar:  
Nombre y Apellidos Padre:  F. nacimiento:  Lugar:  
Consanguinidad:  ☐Sí        ☐No  
Hermanos: ☐Sí  (  )  ☐No   
 
Abortos espontáneos:  ☐Sí        ☐No Antecedentes de cáncer: 
Enf. Familiares:  















DATOS REGISTRO Y MUESTRAS: 
Nº Historia clínica:  Cariotipo/Registro INGEMM:  
Nº TSR:  Otros:  
ADN Sangre:  ADN Saliva:  ADN tejido:  ADN Células: 
ADN Madre:  ADN Padre:  Otros: 
Fotos:  ☐Sí        ☐No Consentimiento informado:  ☐Sí        ☐No 





DATOS AL NACIMIENTO: 
Edad gestacional (semanas):  Peso (gramos):  
Talla (cm):  Perímetro cefálico (cm):  
Edad de la Madre: Edad del Padre:  







Ecografías:  Monitoreo: 








Sonrisa social: Lenguaje:  
Sedestación:  Sostén cefálico:  
Gateo:  Control de esfínteres:  







CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS ASOCIADAS A PROS 
 
Cabeza y Cuello Frecuente en: Anotaciones: 
☐ HP:0000256 Macrocefalia MCAP  
☐ HP:0004481 Macrocefalia progresiva MCAP  
☐ HP:0000324 Asimetría facial MCAP, CLOVES  
☐ HP:0001999 Dismorfismo facial MCAP  
☐ HP:0000316 Hipertelorismo MCAP  
☐ HP:0000648 Atrofia óptica MCAP  
☐ HP:0000286 Epicanto MCAP  
☐ HP:0000568 Microftalmia MCAP  
☐ HP:0000490 Ojos hundidos MCAP  
☐ HP:0009748 Lóbulo de la oreja grande MCAP  
☐ HP:0000337 Frente amplia MCAP  
☐ HP:0000348 Frente alta MCAP  
☐ HP:0002007 Frente prominente MCAP  
☐ HP:0000293 Mejillas rellenas, prominentes MCAP  
☐ HP:0000494 Hendiduras palpebrales de 
oblicuidad descendente 
MCAP  
☐ HP:0005280 Puente nasal deprimido MCAP  
☐ HP:0000319 Philtrum liso MCAP  
☐ HP:0000154 Boca ancha MCAP  
☐ HP:0000159 Anomalía del labio MCAP  
☐ HP:0000470 Cuello corto MCAP  
☐ HP:0007601 Malformación capilar 
(Hemangioma) de la línea 
media de la cara: labio / 
philtrum / glabela. 
MCAP  
☐ HP:0007466 Malformación capilar 
(Hemangioma) del medio de 
la frente 
MCAP  
☐ HP:0007452 Malformación capilar 
(Hemangioma) del tercio 
medio de la cara 
MCAP  
☐ HP:0000996 Malformación capilar 
(Hemangioma) facial (otros) 
MCAP  
☐ HP:0004437 Hiperostosis craneal CLOVES  
 
  Piel 
☐ HP:0000965 Cutis marmorata (Malf. Capilar 
reticulada/marmorea) 
MCAP  
☐ HP:0100585 Telangiectasia de la piel MCAP  
☐ HP:0007509 Manchas de hipo e 
hiperpigmentación 
MCAP  
☐ HP:0000957 Manchas café con leche MCAP  






☐ HP:0003764 Nevus  CLOVES  
 
Crecimiento 




☐ HP:0100555 Crecimiento asimétrico 
(Sobrecrecimiento parcial) 
MCAP  
☐ HP:0001528 Hemihipertrofia CLOVES  
☐ HP:0100559 Asimetría de extremidad 
inferior 
CLOVES  
☐ HP:0001520 Macrosomía MCAP  
 
Sistema cardiovascular 
☐ HP:0005306 Malformación capilar 
(Hemangioma capilar) 
MCAP  
☐ HP:0100026 Malformación arteriovenosa MCAP  
☐ HP:0002597 Anomalías vasculares CLOVES  
☐ HP: 
0012721 
Malformación venosas CLOVES  
☐ HP:0100766 Anomalía vasos linfáticos 
(Linfedema) 
CLOVES  
☐ HP:0011675 Arritmia MCAP  
☐ HP:0001629 Defecto septal ventricular MCAP  
☐ HP:0100761 Angiomatosis visceral MCAP  
 
Sistema esquelético 
☐ HP:0010442 Polidactilia MCAP  
☐ HP:0001161 Polidactilia de la mano MCAP  
☐ HP:0001829 Polidactilia de pie MCAP  
☐ HP:0001159 Sindactilia MCAP  
☐ HP:0006101 Sindactilia de dedo MCAP  
☐ HP:0001770 Sindactilia de dedo del pie MCAP  
☐ HP:0004099 Macrodactilia CLOVES  
☐ HP:0001852 Sandal gap CLOVES  
☐ HP:0001388 Laxitud articular MCAP  
☐ HP:0001382 Hiperlaxitud articular MCAP  
☐ HP:0002650 Escoliosis CLOVES  
☐ HP:0001176 Manos grandes CLOVES  
☐ HP:0001169 Manos anchas CLOVES  
☐ HP:0001769 Pies anchos MCAP/CLOVES  
 
Sistema nervioso 
☐ HP:0001355 Megalencefalia MCAP  
☐ HP:0007206 Hemimegalencefalia MCAP  




☐ HP:0002308 Malformación de Arnold-Chiari MCAP  
☐ HP:0002269 Anormalidad de la migración 
neuronal 
MCAP  
☐ HP:0001250 Epilepsia / Convulsiones MCAP  
☐ HP:0002637 Isquemia cerebral MCAP  
☐ HP:0002119 Ventriculomegalia MCAP  
☐ HP:0100543 Deterioro cognitivo MCAP  
☐ HP:0007360 Aplasia / hipoplasia del 
cerebelo 
MCAP  
☐ HP:0001263 Retardo global del desarrollo MCAP  
☐ HP:0002126 Polimicrogiria MCAP  
☐ HP:0002858 Meningioma MCAP  
☐ HP:0000238 Hidrocefalia MCAP  
☐ HP:0001249 Discapacidad intelectual MCAP  
☐ HP:0010301 Mielodisrafia (Espina bífida) CLOVES  
☐ HP:0002144 Médula anclada CLOVES  
☐ HP:0002500 Anomalías de la materia blanca MCAP  
☐ HP:0007099 Herniación de amígdalas 
cerebelosas 
MCAP  
☐ HP:0002539 Displasia cortical MCAP  
☐  Asimetría cerebral MCAP  
☐  Asimetría del cerebelo MCAP  
 
Musculatura 
☐ HP:0001319 Hipotonía muscular neonatal MCAP  
☐ HP:0001252 Hipotonía muscular MCAP  
 
Neoplasias 
☐ HP:0002667 Nefroblastoma (Tumor de 
Wilms) 
MCAP  
☐ HP:0012032 Lipoma CLOVES  
☐ HP:0001909 Leucemia MCAP  
 
Tejido conectivo y subcutáneo 
☐ HP:0003549 Anomalías del tejido conectivo MCAP  
☐ HP:0100790 Hernia MCAP  
 
Sistema genitourinario 
☐ HP:0008678 Hipoplasia / Aplasia renal CLOVES  
 
Abdomen 
☐ HP:0001744 Esplenomegalia CLOVES  








OTRAS CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS PRESENTES EN EL PACIENTE 
 
Término HPO Característica Anotaciones: 
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   
   










EVOLUCIÓN DE LAS MEDIDAS CORPORALES EN EL PACIENTE 
 
Fecha/Edad Peso (g) Talla (cm) Perímetro cefálico 
(cm) 
    
    
    
    
    
    




    
    
    
 Extremidades Superiores (cm) Extremidades Inferiores 
(cm) 
Fecha/Edad Derecha Izquierda Derecha Izquierda 
     
     
     
     
     
     
     
     
     









 Tipo Resultado Sangre Saliva Tejido Otros 
Cromosómico       
Secuenciación 
Sanger 
      
Secuenciación 
masiva 
      
Pirosecuenciación       
PCR digital       
Arrays       
Microsatélites 
/MLPA 
      






















ANEXO III: ARTÍCULOS CIENTÍFICOS 
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Smith-Kingsmore syndrome (SKS) OMIM #616638, also known as MINDS syndrome (ORPHA
457485), is a rare autosomal dominant disorder reported so far in 23 patients. SKS is character-
ized by intellectual disability, macrocephaly/hemi/megalencephaly, and seizures. It is also asso-
ciated with a pattern of facial dysmorphology and other non-neurological features. Germline or
mosaic mutations of the mTOR gene have been detected in all patients. The mTOR gene is a
key regulator of cell growth, cell proliferation, protein synthesis and synaptic plasticity, and the
mTOR pathway (PI3K-AKT-mTOR) is highly regulated and critical for cell survival and apopto-
sis. Mutations in different genes in this pathway result in known rare diseases implicated in
hemi/megalencephaly with epilepsy, as the tuberous sclerosis complex caused by mutations in
TSC1 and TSC2, or the PIK3CA-related overgrowth spectrum (PROS). We here present 4 new
cases of SKS, review all clinical and molecular aspects of this disorder, as well as some charac-
teristics of the patients with only brain mTOR somatic mutations.
KEYWORDS
constitutive mosaicism, germline mosaicism, gonadal mosaicism, macrocephaly,
megalencephaly, MINDS syndrome, mTOR, Smith-Kingsmore syndrome, somatic mosaicism
The first authors Gema Gordo and Jair Tenorio contributed equally to this
study.
The senior authors Victor Martinez-Glez and Pablo Lapunzina contributed
equally to this study.
Received: 4 July 2017 Revised: 31 August 2017 Accepted: 5 September 2017
DOI: 10.1111/cge.13135
This is an open access article under the terms of the Creative Commons Attribution License, which permits use, distribution and reproduction in any medium, provided the original work is
properly cited.
© 2017 The Authors. Clinical Genetics published by John Wiley & Sons A/S. Published by John Wiley & Sons Ltd.
Clinical Genetics. 2018;1–14. wileyonlinelibrary.com/journal/cge 1
Funding information
Instituto de Salud Carlos III, Grant/Award
number: FEDER FUNDS FIS PI15/01481;
"TodosSomosRaros" (TelemaratonTVEpromoted
by Fundación Isabel Gemio, Federación ASEM,
and Federación Española de Enfermedades Raras),
Grant/Award number: IP-17
1 | INTRODUCTION
Smith-Kingsmore syndrome (SKS) (MIM 616638), also known as
MINDS (ORPHA 457485), is a rare syndrome, first described by
Smith et al1 and caused by mutations in the mammalian target of
rapamycin (mTOR, MIM 601231) gene. The most consistent findings
in SKS are intellectual disability (ID), developmental delay, megalence-
phaly and seizures (Table 1). There is moderate clinical variability,
ranging from patients with macrocephaly, mild ID, and no convul-
sions, to severe forms in patients with intractable epilepsy, megalen-
cephaly, severe ID, and autistic spectrum disorder (ASD). Other non-
neurological features include facial dysmorphisms and small thorax.
SKS belongs to the group of “mTORopathies,” a term introduced
to describe neurological disorders characterized by altered cortical
architecture, abnormal neuronal morphology and intractable epilepsy
as a consequence of mTOR signalling hyperactivation, providing prob-
ably a histopathological substrate for epileptogenesis.2,3 These
mTORopathies-related epilepsies include: SKS, isolated hemimegalen-
cephaly, ganglioglioma, focal cortical dysplasia (FCD), and tuberous
sclerosis complex (TSC).2,4
Macrocephaly and hemi/megalencephaly—with or without normal
cortex—is a rather prevalent clinical feature among different types of vas-
cular and/or overgrowth syndromes caused by germline or post-zygotic
mutations in different genes in the PI3K-AKT-mTOR pathway:
megalencephaly-polymicrogyria-polydactyly-hydrocephalus syndrome
(AKT3 and PIK3R2),5,6 megalencephaly-capillary malformation (MCAP;
PIK3CA),7 Bannayan-Riley-Ruvalcaba syndrome (PTEN),8 Tenorio syn-
drome (RNF125),9 isolated hemimegalencephaly (PIK3CA and AKT3),10
and with syndromes with epilepsy, hemimegalencephaly and/or FCD due
to mutations in DEPDC5, NPRL2 and NPRL3 genes, involved in mTORC1
regulation.11 Axial skeletal overgrowth is not affected by mutations in
mTOR, but megalencephaly is clearly a finding.12 The main differences
between the syndromes involved in this pathway are based on: (1) its
germinal or somatic origin, causing generalized or segmental distribution
patterns as in hemi or megalencephaly, (2) the degree of mosaicism, and
(3) the presence of distinctive extra-cerebral manifestations, mostly the
vascular malformations, nevi, and adipose overgrowth frequently found
in the PIK3CA-related overgrowth spectrum (PROS).10,13–15
The mTOR gene is a key regulator of cell growth, cell prolifera-
tion, protein synthesis and synaptic plasticity. The mTOR pathway is
highly regulated and critical for cell survival and apoptosis. It is known
that mTOR negatively regulates autophagy in response to growth fac-
tors, nutritional status and stress responses. Thus, it would appear
that impaired autophagy in neurons is directly related to unregulated
expression of mTOR and that this plays some role in epilepsy.12
mTORC1 inhibitors, including drugs currently approved for a variety
of conditions, are clinically available inducers of autophagy.
The prevalence of SKS, with 23 patients reported so far, is still
unknown. We here report on 4 new SKS patients with mTOR muta-
tions and review all the clinical characteristics and molecular aspects
of this disorder. We also discuss some characteristics of patients with
brain somatic mutations in mTOR who show some similarities with
individuals with SKS.
TABLE 1 Clinical findings in Smith-Kingsmore syndrome (SKS)
Very common (observed in more than 75% of patients)
Intellectual disability 24/26 92.3%
Macrocephaly/megalencephaly 24/27 88.9%
Seizures 17/23 73.9%
Frequent (observed in 25%-75% of patients)
CNS anomalies (other than
hemimegalencephaly)
16/24 66.7%
Curly/wavy hair 8/13 61.5%
Ventriculomegaly 13/24 54.2%
Macrosomia at birth/large for
gestational age
12/27 44.4%
Speech anomaly 9/27 33.3%
Dysmorphic facial features 9/27 33.3%
Autistic spectrum disorder 8/27 29.6%
Rare (observed in less than 25% of patients)
Hypotonia 5/27 18.5%
Diastasis recti/herniae 4/27 14.8%





Abnormal corpus callosum 4/27 14.8%
Small thorax 4/27 14.8%
Hyperactivity 3/27 11.1%
Café-au-lait spots 3/27 11.1%
Pes planus/talipes 3/27 11.1%
Abnormal gait 3/27 11.1%
Polymicrogyria 2/27 7.4%
Prominent abdomen 2/27 7.4%
Hemangiomas 2/27 7.4%
Iris colobomata 2/27 7.4%
Criptorchydism 2/27 7.4%
Asthma 2/27 7.4%
Lactose intolerance 2/27 7.4%
Hypospadias 1/27 3.7%
Neonatal hypoglycaemia 1/27 3.7%
IgA deficiency 1/27 3.7%
Persistent food allergies 1/27 3.7%
Intestinal polyps 1/27 3.7%
2 GORDO ET AL.
2 | PATIENTS, MATERIALS AND METHODS
2.1 | Patients
All studies in this project were approved by the Ethics Committee of
the Hospital Universitario La Paz (reference PI-1919), with informed
consent. We retrospectively reviewed the patients enrolled in the
Spanish Overgrowth Registry (RESSC),16 selecting those with macro-
cephaly. Four patients from 3 families were finally enrolled. Patient
1 had macrocephaly and ID, and the other 3 patients were referred
with clinical diagnosis of macrocephaly-capillary malformation.
To update the phenotype in SKS, we performed a retrospective
review of the clinical characteristics including the 4 patients
described herein, and the 23 patients previously reported to date
(Table 2). These patients were ascertained from a series of patients
with focal epilepsy, ID, brain anomalies and megalencephaly or
hemimegalencephaly.1,12,17–22 Reported patients with only brain
somatic mutations of mTOR were also reviewed.10,17,23–25
2.2 | NGS studies
Genomic DNA was extracted from peripheral blood lymphocytes
from all patients. DNA was also extracted from saliva, hyperpigmen-
ted skin and hypopigmented skin samples from Patient 2.
A deep Next Generation Sequencing (NGS) panel, with an aver-
age expected reading depth of ×500, was designed to study 20 genes
known to cause developmental syndromes characterized by over-
growth and/or vascular anomalies in the form of somatic mosaicism:
mTOR, NRAS, AKT3, PIK3CA, FGFR3, RASA1, TSC1, GNAQ, PTEN,
HRAS, PTPN11, KRAS, CCND2, AKT1, DICER1, TSC2, NF1, MAP3K3,
PIK3R2, and AKT2. NGS custom panel was designed with NimbleDe-
sign software (Roche NimbleGen, Inc., Pleasanton, CA): hg19 NCBI
Build 37.1/GRCh37, targeting >98% of all exons (RefSeq) for these
genes. For each sample, paired-end libraries were created according
to the standard NGS protocols KAPA HTP Library Preparation Kit for
Illumina platforms, SeqCap EZ Library SR and NEXTflex-96 Pre Cap-
ture Combo Kit for indexing. The captured DNA samples were
sequenced on a NextSeq 500 instrument (Illumina, Inc., San Diego,
CA) according to the standard operating protocol.
The analysis of the sequenced reads was performed with 2 differ-
ent in-house bioinformatic pipelines: germline and mosaic. In the
germline pipeline, the reads were filtered and low-quality nucleotides
were removed. Bowtie226 was used for mapping and local realign-
ment/recalibration was performed around indels to improve possible
mapping-related misalignment. The variant discovery was carried out
by a combination of GATK Haplotype Caller27 and LACONv
(in preparation) tools.
In the mosaic pipeline, variants were analyzed with independent
tools under very low constraints of quality and depth. Variants were
identified with samtools mpileup28 followed by variant calling using
bcftools v1.3.29 The quality per alignment and nucleotide were set to
0.7. Then, this first raw vcf file was annotated with their alternative
variant allele fraction (AVAF) and the maximum of alternative variant
allele fraction (MAVAF) in those sites with more than 1 alternative
allele identified. The variants with AVAF below the threshold were
filtered. In addition, the vcf file was reformatted by splitting the mul-
tiallelic sites into these primitives and the variant positions were nor-
malized. Finally, the vcf were enriched with information of the
overlapping of each variant in a sample with the remaining samples
of the run.
2.3 | Sanger sequencing and pyrosequencing
Non-mosaic heterozygous variants and variants present in more than
15% of the reads in the deep-sequencing data were validated by
Sanger sequencing in DNA blood samples from patients, parents, and
in sperm sample from the father of Patients 3 and 4 (siblings). Primers
were previously designed using Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-
0.4.0/) and SNPs Check3 (https://secure.ngrl.org.uk/SNPCheck/)
tools. Sequencing was performed using polymerase chain reaction
standard methods and a 96-capillary ABI 3730xl ADN analyser
(Applied Biosystem, Foster, California). Mosaic variants between the
5% and 15% read fraction range were confirmed by pyrosequencing.
Primers were designed with the PyroMark software, and pyrosequen-
cing was performed with the PyroMark Q96 MD instrument (Qiagen,
Hilden, Germany), according to manufacturer’s protocol.
3 | RESULTS
3.1 | Clinical features in SKS
Clinical features in our 4 new patients with SKS and the review of
the 23 patients previously described in the literature up to date,
including clinical, radiological and genomic findings, are summarized
in Table 2. Facial features in our patients are shown in Figure 1.
Macrocephaly and hemi/megalencephaly—mostly with central
nervous system (CNS) magnetic resonance imaging (MRI) findings—
were found in 88.9% of individuals with SKS. Mean values of macro-
cephaly in all reported patients is +3.83 (0.98) SD, in the moderate
to severe range. Hydrocephalus, ASD, seizures (see below) and atten-
tion deficit hyperactivity disorder (any of them) are usually present
(Table 1). Generalized hypotonia may be present in small children
with SKS. In some cases, only non-specific MRI abnormalities, includ-
ing thin corpus callosum and/or ventricular dilatation, can be found.
FCD seems to be more frequent in patients with brain mosaic muta-
tions in mTOR than in patients with SKS.
Convulsions and associated symptoms are constant findings
(73.9%). Electroencephalogram (EEG) anomalies includes: right occipi-
toparietal spikes and slow activity, theta activity intermixed with nor-
mal background activity, polyspike waves and slow waves activity,
slow and sharp waves during sleep (both diffuse and focal), persistent
diffuse sharp and slow wave activity, mild slow background, diffuse
and centro-temporal epileptiform discharges, irregular slowing of
background rhythms and frequent bursts of generalized slow wave
convulsions.
ID is common in SKS, and may be severe, moderate or mild. It
could appear alone or in combination with delay or absent speech, as
well as distorted articulation.




































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































GORDO ET AL. 7
Some patients exhibit, when reported, a pattern of facial dysmor-
phology. At least 2 different phenotypes or gestalts have been
described. One group of patients present a Noonan syndrome-like
aspect, including curly hair, frontal bossing, tall forehead, downslant-
ing palpebral fissures, bitemporal narrowing, an open mouth appear-
ance, a prominent and long philtrum, flat nasal bridge, macrostomia,
an open mouth posture, hypertelorism, and a short nose with a
depressed nasal bridge. Other individuals show only large forehead,
macrocephaly and triangular face, with pointed chin, or a face with-
out a constant pattern or typical gestalt (Figure 1). The neck may be
short or normal. Only a few patients have a webbed neck.
FIGURE 1 Facial features of patients with Smith-Kingsmore syndrome. Patients 1, 2, 3 and 4 show mixed characteristics of the 2 different
phenotypes or gestalts described so far: macrocephaly (P1, P2, P3, P4), large forehead (P2, P3, P4), bitemporal narrowing (P1, P3, P4),
hypertelorism (P2, P3, P4), downslanting palpebral fissures (P4), an open mouth appearance (P1, P2, P4), long philtrum (P3, P4), and triangular
face with pointed chin (P1, P3, P4). Uncommon clinical features included facial capillary malformation (slightly appreciable in P3), deep set eyes
(P1), strabismus (P3), smooth philtrum (P2, P3, P4) and posteriorly rotated ears (P4)
FIGURE 2 Next-generation sequencing results and variants validation by Sanger sequencing or pyrosequencing. (A) de novo mTOR
heterozygous variant c.5395G>A (p.Glu1799Lys) in Patient 1, constitutive mosaic variant c.4448G>A (p.Cys1483Tyr) in Patient 2 with different
mosaicism levels in blood, saliva and hypopigmented skin, and the heterozygous variant c.6605T>G (p.Phe2202Cys) in Patients 3 and
4. (B) Sanger sequencing showing variants from Patients 1 to 4. For Patient 2, Sanger from saliva sample shows a very low peak of A (panel B:
Patient 2, black arrow) representing the low mosaicism. (C) Pyrosequencing results from different sample types in Patient 2. Black arrows show
different mosaicism levels in each tissue (blood 3%, saliva 11.4%, hyperpigmented skin 18% and hypopigmented skin 20%)






































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































GORDO ET AL. 9
Some patients had capillary malformations—similar to those
observed in MCAP—hemangiomata, hepatic vascular malformations,
and a small thorax with protruding abdomen. Unlike some over-
growth syndromes, visceromegaly is not common. Cryptorchidism
has been observed only in 2 siblings, and one patient also had hypo-
spadias. Multiple intestinal polyps described by Moosa et al in a 7-
year-old brother12 should be taken into account in SKS as reported
patients may not have been evaluated for this or may not be old
enough to have developed polyps yet.
3.2 | Molecular results
There is no clear genotype-phenotype correlation in either the
27 patients with SKS or in the 27 cases described with somatic brain
alteration. The variants described are located along all exons of
mTOR. However, there are some hotspots: the c.5395G>A;p.
Glu1799Lys gain-of-function (GOF) variant affecting the FRAP–
ATM–TTRAP (FAT) domain of the protein has been detected in
48.1% (13/27) of SKS patients (Figure 2, Table 2), and in cases with
brain somatic mTOR variants the most frequently affected amino acid
is the serine at position 2215 (p.Ser2215Phe and p.Ser2215Tyr),
found in 37% (10/27) of the patients (Table 3). The remaining
patients with SKS or somatic alterations had different less or not
recurrent mutations, mostly affecting the FAT (22/31, 71.0%) and
kinase (6/31, 19.4%) domains of the protein (Figure 3). No mutations
have been described in the FKBP12-rapamycin-binding (FRB) or C-
terminal FAT (FATC) domains, neither in SKS nor in somatic cases.
The penetrance in SKS seems to be 100% as all patients with a germ-
line or mosaic mTOR mutation have had clinical findings; however,
this may change in the future due to current ascertainment bias.
Germline mTOR mutations have been found in 92.6% (25/27) of
the patients with SKS. One of the patients reported by Ghahramani,
as well as Patient 2 (P2) described in this study, had constitutive,
mosaic mTOR mutations, because the mutated allele was detected in
low percentages in all tissues studied, including blood. Case 2 from
Ghahramani showed increased abundance of the mutant allele in the
affected skin (36%) vs blood (1%).20 In our study, Patient 2 showed
by NGS the mutant allele in 2% (12/720) of the reads in blood sam-
ple, 11% (39/341) in saliva, 18% (only by pyrosequencing) in hyper-
pigmented skin, and 28% (76/268) in hypopigmented skin, all
confirmed by pyrosequencing (Figure 2).
In 9 out of 27 SKS patients (33.3%) gonadal mosaicism has been
suspected. In the case of the family studied by Baynam et al, the
mutation p.Glu1799Lys was transmitted in the mother’s germline, as
all 3 children had different fathers.21 In the family reported by
Mroske et al, the mutation p.Glu1799Lys found in 2 siblings (of 6 and
23 years) was not detected in blood sample of either parent.19 In the
family reported by Moosa et al, high-depth sequencing of parental
blood samples did not detect the presence of mosaicism for the
mutation p.Glu1799Lys, which could be localized in the chromosome
of paternal origin.12 In the family described herein the mutation p.
Phe2202Cys was detected in blood samples from the 2 siblings, and
was not present in blood samples from either parent or sperm sample
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4 | DISCUSSION
SKS is a rare, recently described disorder of the mTOR pathway. We
report 4 new patients, review the literature for previously published
cases of SKS, and compare them with reported cases of brain somatic
mTOR variants.
SKS belongs to the group of “mTORopathies,” which also
includes patients with mTOR somatic mutations—as tissue
mosaicism—including neoplastic tissues (Table 3), and patients with
mutations in other mTOR regulatory genes (eg, TSC1, TSC2, AKT3,
DEPDC5) (Figure 4). We have decided to maintain the eponym SKS
only for patients with mTOR mutations present in all tissues, either
germinal or as a constitutive mutation present in mosaic form, there-
fore present in all cell types but not in 100% of the cells, to which
hereafter we will call “constitutive mosaicism.”
Analysing the 4 patients described here and the 23 cases of SKS
previously reported in the literature, we have seen that the major
diagnostic features of SKS are ID (92.3%), macrocephaly/megalence-
phaly or hemimegalencephaly (88.9%) and seizures (73.9%). Non-
neurological symptoms are also common, and a facial gestalt is vari-
ably present and can include some Noonan-like facial features and an
open mouth appearance. Nevertheless, because the 23 patients
FIGURE 3 Germline mutations described in mTOR in patients with Smith-Kingsmore syndrome (upper panel, blue bars) and somatic mutations
in patients with only brain involvement (lower panel, red bars). Data represent the localization and the frequency for each mTOR mutation. N: N
terminus; C: C terminus. Note that the vast majority of germline mutations (blue bars) clustered in the FAT and kinase domains
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previously described were ascertained from a series of patients with
focal epilepsy, ID, brain anomalies and megalencephaly or hemimega-
lencephaly, there could be a bias toward neurological phenotypes,
giving less importance, or not reporting, other clinical manifestations
more frequently described in (germline or somatic) syndromes of the
PI3K-AKT-mTOR pathway. Remarkably, 3 of the 4 patients described
here were referred with an initial diagnosis of MCAP, showing com-
mon features in patients with somatic PIK3CA mutations (nevus, skin
hyperpigmentation, etc.). Thus, mTOR mutations should be consid-
ered in those patients with phenotypic overlap with the PIK3CA spec-
trum or other syndromes within this pathway. A list of relatively
common findings can be found in Table 1.
The variants in mTOR in patients with SKS are distributed all over
the gene, and there is great phenotypic variability within patients
showing the same mutation, even among those with germline muta-
tions. As with most vascular and/or overgrowth syndromes within the
differential diagnosis, all mTOR mutations reported in patients with SKS
cause GOF in the pathway. However, there are no clear genotype-
phenotype correlations. Mutations in the FAT domain are frequent,
especially the recurrent variant p.Glu1799Lys, detected in 48.1% of the
patients with SKS. It has been functionally showed that some mutations
in the FAT domain, especially the variant Cys1483Phe, detected in 3/27
patients with SKS and 2/27 patients with only brain mTOR somatic
mutations, may decrease the binding of the mTOR endogenous inhibitor
Deptor. This suggests that mutations in the FAT protein domain could
increase mTOR activity by a decrease in its inhibition; still, it cannot be
ruled out that these mutations, as well as mutations outside the FAT
domain, generate an increase of mTOR kinase activity.30
FIGURE 4 The PI3K/PTEN-mTOR pathway regulating cell growth and proliferation. mTOR is activated by signalling through the PI3K-Akt
pathway. PTEN, TSC1, and TSC2 act as negative regulators of the mTOR pathway, and removal or loss-of-function mutations lead to
hyperactivation of mTOR. mTOR complex 1 (mTORC1) signalling requires activation of the adaptor protein Raptor, and mTOR complex
2 (mTORC2), which is largely insensitive to acute rapamycin treatment, requires activation of the Rictor protein. GATOR1: GAP activity toward
Rags (GATOR) complex is composed by Depdc5, Nprl2 and Nprl3. DEPDC5 along with TSC1 and TSC2, acts as a negative regulator of
mTORC1. Both TSC1 and TSC2 provide critical regulation of mTORC1 through the GTPase-activating protein (GAP) activity of the TSC protein
complex towards the RHEB GTPase. Similarly, the GATOR1 complex provides critical regulation of mTORC1 through its GAP activity on the Rag
GTPases. Loss of either of these protein complexes through loss of any one of their critical protein components leads to high-level activation of
mTORC1, and downstream effects on anabolic processes, including synthesis of all components needed for organelle synthesis, protein
translation, and an increase in cell size
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Gonadal mosaicism, both of maternal and paternal origin, seems
to be highly common in SKS (33.3%), which has implications for
genetic counselling. Specifically, a relatively high recurrence risk, com-
pared to de novo mutations, should be considered, although precise
recurrence risks cannot currently be provided. A recent hypothesis
proposed that the mTOR GOF mutation p.Glu1799Lys—present in
the 3 families with gonadal mosaicism described then—represents a
mutational hotspot in somatic cells (eg, germline and colorectal tis-
sues)12. However, these figures may change in the future due to cur-
rent ascertainment bias.
Germinal mutations, either de novo, inherited from affected par-
ents or due to gonadal mosaicism, were present in 92.6% of the
patients with SKS. However, 2 of the 27 patients with SKS have
mosaic mTOR mutations in all tissues studied, which has important
implications for accurate molecular diagnosis (traditional techniques
do not detect low mosaicism) and for genetic counselling (ie, recur-
rence risk and follow-up). It has been suggested that the percentage
of mosaicism in somatic mutations could be correlated with the
extent of the cerebral malformation,18 but this is not the case in all
patients. Some patients with germinal mutations only present neuro-
logical symptoms and some do not show cerebral malformations, in
contrast to reported individuals with somatic (Table 3) mutations.17
These differences could be explained if germline mutations were
less activating than somatic mutations, or by the undetected pres-
ence of other affected genes, either with germinal or somatic involve-
ment.17 Perhaps a combination of these two lies behind the lack of
correlation between genotype and phenotype. Different mTOR muta-
tions could have different effects on the pathway, especially if it is
already differentially modulated by other variant/s in other gene/s. In
addition, clarifying these aspects could be of great importance for the
use of mTOR inhibitors such as rapamycin, as it efficiently inhibits
mTORC1 but not mTORC2, two complexes with different down-
stream functions (Figure 4). A recent study in renal cell carcinomas
reported that although mutations in the FAT domain of mTOR led to
an increase in both mTORC1 and mTORC2 activities, several of these
mutations showed residual mTOR kinase activity after treatment with
rapamycin at clinically relevant doses.31 More studies on the effects
of different mTOR mutations, as well as on other types of small mole-
cules able to modulate the PI3K/AKT/mTOR pathway, are needed.
Diagnosis in SKS is suspected on the clinical findings and is
molecularly confirmed with the detection of germline or constitutive
mosaic mutations in mTOR. Due to the wide differential diagnosis, as
well as to the possibility of mosaicism—with variable alternative allele
fractions depending on the studied tissue—we recommend an
approach based on the use of deep coverage NGS, testing all genes
in the differential diagnosis. Consistent with the gain of function
mutations observed in SKS, microdeletions of the gene have not been
reported. No biochemical or serologic pathognomonic markers have
been documented in patients with SKS. Management in SKS includes
treatment of epilepsy and multidisciplinary support. Possible future
treatments with rapamycin, or other mTOR inhibitors, may be promis-
ing for the prevention of neurocognitive manifestations, including
epilepsy, but still needs to be tested.32
In conclusion, SKS, caused by germline or mosaic mutations in
the mTOR gene, is a recently described and clinically discernible
disorder characterized mainly by ID, macrocephaly/hemi/megalence-
phaly, and seizures. Facial dysmorphism and other non-neurological
manifestations, may also provide diagnostic clues in some individuals.
However, there is a high phenotypic overlap with other syndromes
associated with the PI3K-AKTmTOR pathway (ie, MCAP). Since the
best tool to make a clinical diagnosis is to think about a specific diag-
nostic possibility, this paper presents for the first time an in-depth
review of this rare disease, which may help not only in the improve-
ment of the clinical diagnosis but also in the diagnostic approach. We
have also confirmed mosaic mTOR mutations present in all studied
tissues (including blood) as a cause in SKS, which have consequences
in terms of phenotype and diagnosis. Similarly, the review of all avail-
able aspects to date may also be of interest for further clinical man-
agement, follow-up, and therapeutic approaches (ie, mTOR inhibitors)
on this group of patients.
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Abstract
Objective: Genetic activation of the insulin signal-transducing kinase AKT2 causes syndromic hypoketotic 
hypoglycaemia without elevated insulin. Mosaic activating mutations in class 1A phospatidylinositol-3-kinase (PI3K), 
upstream from AKT2 in insulin signalling, are known to cause segmental overgrowth, but the metabolic consequences 
have not been systematically reported. We assess the metabolic phenotype of 22 patients with mosaic activating 
mutations affecting PI3K, thereby providing new insight into the metabolic function of this complex node in insulin 
signal transduction.
Methods: Three patients with megalencephaly, diffuse asymmetric overgrowth, hypoketotic, hypoinsulinaemic 
hypoglycaemia and no AKT2 mutation underwent further genetic, clinical and metabolic investigation. Signalling 
in dermal fibroblasts from one patient and efficacy of the mTOR inhibitor Sirolimus on pathway activation were 
examined. Finally, the metabolic profile of a cohort of 19 further patients with mosaic activating mutations in PI3K 
was assessed.
Results: In the first three patients, mosaic mutations in PIK3CA (p.Gly118Asp or p.Glu726Lys) or PIK3R2 (p.Gly373Arg) 
were found. In different tissue samples available from one patient, the PIK3CA p.Glu726Lys mutation was present 
at burdens from 24% to 42%, with the highest level in the liver. Dermal fibroblasts showed increased basal AKT 
phosphorylation which was potently suppressed by Sirolimus. Nineteen further patients with mosaic mutations in 
PIK3CA had neither clinical nor biochemical evidence of hypoglycaemia.
Conclusions: Mosaic mutations activating class 1A PI3K cause severe non-ketotic hypoglycaemia in a subset of patients, 
with the metabolic phenotype presumably related to the extent of mosaicism within the liver. mTOR or PI3K inhibitors 
offer the prospect for future therapy.
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Transient neonatal hypoglycaemia is common, often 
precipitated by inadequate deposition of energy stores 
in utero and/or perinatal stress. In contrast, persisting 
hypoglycaemia is often caused by a genetic disorder, 
and may be insulin dependent or insulin independent 
(1, 2, 3). The former is usually caused by congenital 
hyperinsulinism (CHI), or occasionally extreme insulin 
resistance (4). CHI-related hypoglycaemia features 
suppressed plasma ketones and free fatty acids but 
detectable plasma insulin, while glucagon stimulation 
characteristically increases blood glucose by greater than 
30 mg/dL (5). Carbohydrate requirement to maintain 
euglycaemia in CHI is high, with intravenous glucose 
infusion rates usually exceeding 8 mg/kg/min in neonates 
and infants (2). Non-insulin-dependent hypoglycaemia 
may be caused by inherited metabolic diseases including 
glycogen storage or fatty acid oxidation disorders (6, 7).
We previously described a syndromic form of 
hypoglycaemia whose metabolic profile resembles 
CHI, yet in which neither insulin nor insulin-like 
molecules can be detected during hypoglycaemia (8). 
It is caused by the p.Glu17Lys mutation in the kinase 
AKT2, a critical mediator of insulin action (9). This 
mutation partly uncouples AKT2 activation from insulin-
stimulated phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K) activity 
by permitting binding of AKT2 to the PI3K substrate 
PIP2 in addition to its product phosphatidylinositol 
(3,4,5)-trisphosphate (PIP3) (Fig.  1) (10). This results in 
low-level cellular responses mimicking the presence 
of insulin.
Activating mutations in other components of the 
PI3K/AKT pathway are common in cancer (11, 12), 
and in isolation, in mosaic form, cause segmental 
overgrowth (13, 14, 15). The most commonly mutated 
gene is PIK3CA, encoding the p110α catalytic subunit of 
PI3K (13). Mutations in other genes including PIK3R2, 
encoding the p85β regulatory subunit of PI3K, are also 
described (16). PIK3CA-associated overgrowth in mosaic 
syndromes is known to affect venous and lymphatic 
vessels, adipose tissue, bone, muscle and neural tissue. 
Notably, the timing and site of the mutation gives rise 
to different patterns within the body, ranging from very 
specific localised/focal forms to diffuse manifestations 
involving multiple tissues. Additionally, the strength of 
genetic activation may further determine the severity 
of tissue-specific symptoms, resulting in pronounced 
phenotypic variability of these disorders, potentially also 
affecting metabolic and/or endocrine tissues. PIK3R2 
mutations lead to Megalencephaly–Polymicrogyria–
Polydactyly–Hydrocephalus (MPPH) syndrome, which is 
predominantly characterised by brain overgrowth and 
neurological abnormalities; mutations are often germline 
rather than mosaic. To date, although PIK3CA has been 
proven in numerous genetic and pharmacological studies 
to be critical for the metabolic effects exerted by insulin, 
and despite scattered mentions of hypoglycaemia in 
MCAP (17, 18), the metabolic phenotype has not been 
examined in detail.
We now describe three patients with early-onset, 
severe, non-ketotic hypoglycaemia associated with 
segmental overgrowth and activating mutations 
in PIK3CA or PIK3R2, and assess the PI3K pathway 
dysregulation in vitro in patients’ fibroblasts. Furthermore, 
we systematically survey the metabolic profile of a cohort 
of patients with mosaic PI3K activation ascertained 
through segmental overgrowth.
Figure 1
Schematic overview of INSR/PI3K/AKT 
signalling, showing known monogenic 
disorders. Asterisks (*) denote mutations 
described in this report. GoF, gain of 



























Cohort studied and ethical approval
Informed consent was obtained from all participants, 
research was approved by relevant research ethics 
committees, and the study was performed in accordance 
with the Declaration of Helsinki. For the cohort analysis, 
all patients with mosaic activating PIK3CA mutations from 
a study of segmental overgrowth for whom metabolic 
data were available were also assessed, encompassing 
volunteers with diagnoses of CLOVES (Congenital 
lipomatous overgrowth with vascular, epidermal, and 
skeletal anomalies) syndrome (OMIM #612918) (19), 
Klippel–Trenaunay (KT) syndrome (OMIM #149000) 
(20), Fibroadipose hyperplasia (13), macrodactyly or 
primary muscle overgrowth (21) or Megalencephaly–
Capillary Malformation (MCAP) (OMIM #602501) (22). 
Biochemical evaluations were performed in accredited 
diagnostic laboratories.
Genetic studies
For Sanger sequencing, exons and flanking regions 
were PCR amplified before sequencing using ABI’s 
BigDye Terminator Mix, purification using AgenCount 
AMPure Beads, capillary electrophoresis and analysis 
using Sequencher software (GeneCodes). Exome-
wide sequencing for P1 and parents was performed 
and analysed as previously described (23). PIK3CA 
p.Glu726Lys mutation burden was determined by 
custom-designed fluorescence-based restriction fragment 
assay (as described in Supplementary Online Material, see 
section on supplementary data given at the end of this 
article). P3 salivary DNA was sequenced using a custom 
panel of overgrowth-related genes on an Illumina MiSeq 
platform with preceding target enrichment. Further 
method and details are described in the Supplementary 
Online Material.
Cellular studies
Dermal fibroblasts were cultured from punch biopsies 
and maintained in DMEM supplemented with 10% Foetal 
Bovine Serum (FBS) containing 100 U/mL Penicillin, 
100 µg/mL Streptomycin and 4 mM l-Glutamine (all 
Sigma). For serum starvation, FBS was substituted by 0.5% 
Bovine serum albumin (Sigma). For signalling studies, 
fibroblasts were grown to confluence and washed twice 
with PBS before serum starvation for 24 h. Sirolimus (Sigma) 
was diluted in DMSO to 10 μM. Cells were pre-treated with 
Sirolimus or DMSO for 48 h prior to continued treatment 
during serum starvation. Cells were frozen in liquid 
nitrogen and stored at −80°C until processing.
AKT phosphorylation was determined using ELISAs for 
pThr308/309 and pSer473/474 (eBiosciences #85-86044 
& #85-86042) according to manufacturer’s instructions. 
Protein quantification was performed by DC Protein 
assay (BioRad). For immunoblotting, lysates were resolved 
by electrophoresis on 8% Bis-Tris gels (NuPage, Thermo 
Fisher) before transfer onto nitrocellulose membranes 
using the iBlot system (Life Technologies). Membranes 
were blocked in 4% BSA/TBST prior to primary antibody 
exposure for 16 h. Following the addition of secondary 
antibodies, blots were imaged on a BioRad ChemiDoc. The 
following antibodies were used: anti-calnexin (AbCam 
#22595), anti-AKT(1/2/3) (CST #9272) and anti-rabbit 
HRP conjugate (CST #7074). ImageLab software (BioRad) 
was used to determine band intensity.
Statistical analysis
Statistical analysis was undertaken using GraphPad Prism 
v.6. Log transformation was performed prior to analysis 
as the D’Agostino–Pearson test showed non-normal 
distribution of results. One-way analysis of variance 
(ANOVA) was undertaken followed by Dunnett’s test for 
comparison of patient against control cells.
Results
Clinical histories
Clinical features of patients 1–3 are summarised in 
Table 1. Patient 1 (P1) was born at 34 weeks to healthy, 
non-consanguineous white German parents after 
polyhydramnios and macrocephaly were noted in utero. 
Her birthweight was 3230 g (+2.0 s.d.), length 52 cm 
(+1.5 s.d.) and head circumference 37.5 cm (+2.3 s.d.). 
Generalized muscle hypotonia, hyperaemia of the face, a 
dorsal haemangioma and dysmorphic features including 
diastasis recti, syndactyly, short limbs and a ‘chubby’ 
appearance were noted at birth (Fig. 2A and B).
Recurrent hypoglycaemia was observed on day 1. On 
repeated evaluations, suppressed ketones, undetectable 
insulin and low free fatty acids were found concomitantly 
with blood glucose below 2.5 mmol/L. Growth hormone 
and cortisol rose in response to hypoglycaemia, 
while plasma amino acids, urinary organic acids and 
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clinical nor biochemical evidence of glycogen storage 
diseases. Intravenous glucose requirement to maintain 
euglycaemia in the neonatal period was consistently 
below 8 mg/kg/min. Fasting tolerance in infancy peaked 
at 3 h before hypoglycaemia occurred, and management 
was based on frequent starch-enriched meals. Within the 
first months of life, poor oral intake led to placement of a 
percutaneous gastric (PEG) tube.
Diazoxide at up to 7.5 mg/kg/day for 2 weeks at the 
age of 1 year produced no benefit. Octreotide was tried 
once (5 µg/kg s.c.), and increased blood glucose from 1.8 
to 5.0 mmol/L within 30 min, but was discontinued due 
to flushing. Glucagon (1 mg s.c.) elicited a modest glucose 
response during hypoglycaemia (1.9–2.2 mmol/L within 
30 min); however, this was at a time of hepatopathy, 
evidenced by elevated liver transaminases (ALT 99 U/L, 
AST 183 U/L) and γGT (762 U/L). Liver biopsy, described 
in detail in Supplementary Online Material, did not reveal 
any evidence of steatosis or glycogen storage disease, 
but showed evidence of ductular proliferation without 
cholestasis or primary duct injury, reminiscent of the 
response to acute hepatocyte injury (Supplementary 
Fig.  1). 20 mg/m2/day methylprednisolone followed by 
23 mg/m2/day hydrocortisone slightly improved blood 
glucose but rapidly increased body weight and reduced 
growth velocity, leading to cessation after 3  months. 
Subsequent management was with starch-enriched 
feeds during the day and PEG feeding with maltodextrin 
overnight. During nocturnal enteral feeding, glucose 
requirements were around 2–4 mg/kg/min, between 1 and 
5 years of age, and euglycemic clamp studies demonstrated 
a requirement for 2.4 mg glucose/kg/min to maintain 
blood glucose between 4.0 and 4.7 mmol/L at the age 
of 4  years. At 4  years old, she still required continuous 
overnight feeding, and well-documented episodes of 
profound nocturnal hypoglycaemia occurred following 
accidental PEG displacement.
Body length was maintained around −3 s.d. throughout 
childhood except during glucocorticoid treatment. Body 
weight was between 0 and +1.3 s.d., with a weight:length 
ratio above the 97th percentile. Head circumference was 
between +3.0 and +4.0 s.d. (Fig.  2C). IGF1 and IGFBP3 
were low on repeated evaluations, but growth hormone 
(GH) response to arginine stimulation testing at the age 
of 15 months was normal (13.8 μg/L within 30 min). An 
IGF1 generation test (GH 33 µg/kg s.c. daily for 7  days) 
only increased IGF1 from 25 to 56 μg/L. Decreased 
TSH (0.84 mU/L, reference: 0.6–5.5 mU/L) and free T4 
(15.7 pmol/L, reference 10–20 pmol/L) were observed at 
10 months. 1.8 µg/kg/day levothyroxine normalised fT4, 
with TSH remaining low.
Additional problems included severe developmental 
delay and an obstructing Arnold–Chiari malformation 
requiring ventriculoperitoneal shunting at 5  months. 
Recurrent airway infections required intensive respiratory 
support/artificial ventilation; however, no formal 
assessment for immunodeficiency was undertaken. At 
the age of 3.7  years, focal seizures independent from 
hypoglycaemia developed. Levetiracetam was commenced 
and titrated to 50 mg/kg/day at 5 years, when the patient 
Table 1 Summary of clinical syndromic features of patients 1–3.
 Patient 1 Patient 2 Patient 3
Age (years) 5 2 2
Sex Female Male Male
Birth weight (kg) 3.23 (+2.0 s.d.) 4.340 (+6.8 s.d.) 3.98 (+0.33 s.d.)
Birth length (cm) 52 (+1.5 s.d.) 53 (+1.66 s.d.) N/A
Head circumference (cm) 37.5 (+2.3 s.d.) 41 (+5.14 s.d.) N/A
CNS features Megalencephaly Megalencephaly Megalencephaly
 Arnold–Chiari malformation Arnold–Chiari malformation Polymicrogyria
  Polymicrogyria  
 Hydrocephalus Hydrocephalus Hydrocephalus
Seizures Yes Yes Yes
Poly-/syndactyly Yes Yes No
Vascular anomalies Hyperaemia of face Cutis marmorata 
Lower lip angioma
No
 Dorsal haemangioma Head and neck lymphatic 
malformations
 
Developmental delay Yes, severe Yes Yes, severe
Hypotonia Yes Yes Yes
Additional features Diastasis recti Rhizomelia Coarse facial appearance
 Recurrent infections Laryngomalacia  
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died following cardiorespiratory arrest during an upper 
airway infection. There was no evidence of hypoglycaemia 
or Arnold–Chiari decompensation. The cause of death 
remains unknown.
Patient 2 (P2) was born to non-consanguineous 
white Spanish parents at term after polyhydramnios, and 
macrocephaly were identified in utero. His birthweight 
was 4340 g (+6.8 s.d.), length 53 cm (+1.66 s.d.) and head 
circumference 41 cm (+5.14 s.d.). Cutis marmorata, lower 
lip hemangioma, cutaneous lymphatic malformations and 
syndactyly in hands and feet were noted at birth. Imaging 
revealed polymicrogyria, hydrocephalus and an Arnold–
Chiari malformation requiring ventriculoperitoneal 
shunting at 12 months. Motor development was delayed 
with marked muscle hypotonia at 10 months. Generalised 
seizures developed at 1 year, treated with sodium valproate. 
Liver ultrasonography at 14 months was normal.
Hypoglycaemia was first noted at 4  days and 
later shown repeatedly to be hypoketotic and 
hypoinsulinaemic. Free fatty acid and acylcarnitine 
profiling were normal, and glucagon stimulation 
demonstrated preserved, mobilisable glycogen stores 
(Table  2). A reduced GH response to hypoglycaemia 
was demonstrated at one-month old, accompanied by 
reduced IGF1 (<25 ng/mL) and IGFBP3 (10th percentile) 
concentrations. Diazoxide had no beneficial effect, and 
management was with regular starch-enriched meals and 
overnight percutaneous feeding. The glucose infusion rate 
used to maintain euglycaemia was 13 mg/kg/min, but no 
formal determination of the minimum requirement was 
undertaken. By 10 months, obesity had developed (weight 
11.3 kg (>2.5 s.d.)). At 12 months, percutaneous feeding 
could be stopped; however, regular carbohydrate-enriched 
meals continue to be required. Although persistently low 
plasma IGF1 and IGFBP3 growth velocity were preserved, 
height remained between the 50th and 75th percentiles at 
2.8 years (target height 20th percentile).
Patient 3 (P3) was born to non-consanguineous 
English parents at 42  weeks gestation following pre-
natal diagnosis of hydrocephalus and macrocephaly. His 
birthweight was 3980 g (+0.33 s.d.). On the first day of life, 
he had a generalized seizure with undetectable plasma 
glucose. Because of recurring hypoglycaemia in the first 
week of life, 13 mg/kg/min intravenous glucose was used 
to maintain euglycaemia without titration to the lowest 
dose required. Repeated evaluations over ensuing months 
showed fasting hypoglycaemia with suppressed ketones, 
undetectable insulin and low but detectable C peptide 
levels (Table 2). Short synacthen testing, thyroid function 
and a genetic screen for congenital hyperinsulinism 
were normal or negative. Diazoxide was trialled with no 
discernible benefit, and 4-hourly carbohydrate-enriched 
feeds were required to maintain euglycaemia.
At 3  months, macrocephaly was noted (head 
circumference 47 cm (+5.49 s.d.)) with a coarse facial 
appearance, hypertrichosis and broad digits with soft 
palms and soles with deep creases and excess skin 
(Fig.  2D, E and F). Imaging showed hydrocephalus and 
bilateral presylvian polymicrogyria requiring insertion 
of a ventriculoperitoneal shunt. A clinical diagnosis 
of MPPH (OMIM #603387 & #615937) was made. At 
2.3 years, weight was 14.7 kg (+1.23 s.d.), height 95.2 cm 
(+1.72 s.d.) and head circumference 53.6 cm (+3.62 s.d.). 
Figure 2
Syndromic features of patients 1 and 3. (A) Image of patient 1 
at one month old demonstrating macrocephaly, facial 
hyperaemia and mildly asymmetric overgrowth. (B) Cutaneous 
syndactyly between the second and third toe on the right foot 
of P1. (C) Image of P1 at age 27 months demonstrating 
macrocephaly, obesity and overgrowth. (D and E) Head and 
facial features of P3 at 27 months showing macrocephaly, 
hypertrichosis, coarse facial appearance. (F) Deep palmar 
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Partial seizures are well controlled on phenobarbital, but 
he is severely intellectually delayed with no speech and 
inability to sit unaided.
Genetic diagnosis
AKT2 was wild type in lymphocyte DNA from P1, 
so the patient and parents underwent whole exome 
sequencing. Five non-synonymous candidate pathogenic 
variants were identified with a frequency <0.01 in 
control databases and a posterior probability of de novo 
inheritance >0.8 (Supplementary Table  1) including a 
single nucleotide substitution (c.2176G > A; p.Glu726Lys) 
in PIK3CA (NM_006218.3), encoding the p110α catalytic 
subunit of PI3K. This variant was called in 26 of 103 
reads, suggesting somatic mosaicism. Sanger sequencing 
identified the mutation in multiple tissues (Fig.  3A), 
while restriction fragment length polymorphism assay 
showed mutation burdens from 24% (saliva) to 42% 
(liver). Dermal fibroblast DNA from P2 was screened for 
mutations in PIK3CA using Sanger sequencing, revealing 
the PIK3CA c.365G > A mutation (p.Gly118Asp). This was 
absent from lymphocyte DNA. Both PIK3CA mutations 
have previously been described (OMIM #602501) 
(16, 24). DNA from a buccal swab of patient P3 was 
screened for overgrowth-associated mutations using an 
Illumina MiSeq Panel (Supplementary Online Materials 
Table  2). A heterozygous c.1117G > A (p.Gly373Arg) 
mutation was identified in PIK3R2 (NM_005027.3), 
encoding the p85β regulatory subunit of class 1A PI3K. 
p.Gly373Arg is the most common mutation in PIK3R2 
associated with MPPH type 1 (OMIM #603387) (16). The 
mutation was identified at a mutation burden of 50%, 
and this was confirmed independently in a diagnostic 
laboratory in lymphocyte DNA, also at 50%, consistent 
with a constitutional mutation. No parental DNA was 
available for testing. The locations of all 3 mutations in 
their respective proteins are schematised in Fig. 3B.
Cellular studies
Dermal fibroblasts of P1 were cultured and shown to 
harbour a mutation burden of 33%, consistent with 
66% of the cells carrying a heterozygous mutation at 
passage 4 (Fig.  3A). They showed a small, significant 
increase in basal phosphorylation of AKT at Threonine 
308/309 and Serine 473/474, as in cells expressing 
AKT2 p.Glu17Lys or the overgrowth-related PIK3CA 
p.His1047Leu (Fig.  4A, B and C). By passage 6, this 
was no longer seen in cells from P1, likely due to 
progressive decline in mutation burden. Seventy-two 
hours exposure to Sirolimus, a dual mTORC1/mTORC2 
inhibitor, did suppress basal hyperphosphorylation of 
AKT at Serine 473/474 (the target site of the upstream 
kinase mTORC2) in early passage cells from another 
patient carrying the same PIK3CA p.Glu726Lys 
Table 2 Representative biochemical profiles of patients 1–3.
 Patient 1 Patient 2 Patient 3 Reference range
Age 9 months 4 days 15 months  
Glucose (mmol/L)* 2.5 2.7 1.9 3.9–5.5
Insulin (pmol/L)* Not detectible Not detectible Not detectible <14
C-peptide (nmol/L)* 0.05 0.2 0.227 <0.166**
Urine ketones* Negative Negative Negative NA
β-Hydroxybutyrate (mmol/L)* 0.024 ND 0.03 >1.8**
Free fatty acids (μmol/L)* 138 ‘Not elevated’ 153 <720**
Cortisol (nmol/L)* 993 464 323 >497
Growth hormone (μg/L)* 7.5 4.7 8.3 >5
Branched chain amino acids Normal Normal Normal N/A
Glucagon stimulation test$ Normal Normal Normal See legend§
Glucose infusion rate to maintain 
euglycaemia (mg/kg/min)
2.4 14$ 13$ >8 in CHI in infancy
Triglyceride (mmol/L) 1.1 1.1 1.0 <1.7
IGF1 (ng/mL) <25 <25 <25 F: 36–170
    M: 27–113
IGFBP3 (µg/mL) 0.9 0.94 0.93 0.8–1.9
Values marked with an asterisk (*) were determined during hypoglycaemia, **cut-offs for differentiation between hypoketotic and physiologic/ketotic 
response to hypoglycaemia. §A normal response to glucagon was defined as a rise in plasma glucose rose by at least 1.7 mmol/L following an 
intramuscular injection of at least 20 μg/kg glucagon. $Glucose infusion rates were not titrated to the minimum requirement.
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mutation (P21) (Fig.  4D), however, or cells expressing 
PIK3CA p.His1047Leu (Fig. 4E).
Metabolic assessment of a wider PI3K-related 
overgrowth spectrum (PROS) cohort
To profile the wider metabolic consequences of mosaic 
activation of PI3K, a further 19 patients with mosaic 
activating PIK3CA mutations were assessed, as summarised 
in Table 3. All patients had clinical disorders encompassed 
by the PIK3CA-Related Overgrowth Spectrum (PROS) (15), 
and were subdivided into those with severe, localized 
overgrowth and those with more diffuse overgrowth 
including the brain, similar to patients 1–3. One further 
patient in this group had the same p.Glu726Lys variant as 
P1 and one had the p.Gly118Asp variant seen in P2.
None of the PROS patients had fasting hypoglycaemia; 
however, three patients with MCAP had low or 
undetectable plasma insulin concentrations with normal 
or low-normal fasting glucose (P19, P20, P22; Table  3). 
One of these patients P19 previously had hypoglycaemia 
during an episode of diarrhoea and vomiting. Five of the 
eight patients with MCAP, including all three with low 
fasting insulin levels, had low IGF1 concentrations. Two 
patients with more extensive overgrowth (P6 and P9) had 
hyperinsulinemia consistent with insulin resistance.
Oral glucose tolerance tests (OGTT) were completed 
for thirteen patients, five with MCAP. As shown in 
Supplementary Fig. 2 and Supplementary Table 3, glucose 
and insulin were within normal ranges. Finally, given the 
large pathological expansion of specific adipose depots in 
many patients with focal severe PROS, and the interest in 
distinct physiological properties and secreted adipokine 
profiles of these depots, adipokine levels relative to whole 
body fat mass were compared between adults in the 
PROS group and a large control dataset (Supplementary 
Fig.  3). However, adipokine levels were similar to those 
in the control population in the large majority of PROS 
patients including those with extreme focal fat mass 
(P7, P8), arguing that the adipokine profiles are not 
distinct in different forms of PROS. Two exceptions were 
P4, a patient with CLOVES who had a disproportionately 
high adiponectin concentration, and P20, a patient 
with CLOVES who had a disproportionately low 
leptin concentration.
Discussion
‘PI3K’ here denotes a group of enzymes composed of one 
of three catalytic subunits (p110α, β or δ) and one of five 
regulatory subunits (p85α, p55α, p50α, p85β or p55γ) 
(25). PI3K generates PIP3 in response to insulin receptor 
Figure 3
Mutations in PI3K-associated genes in 
patients 1–3. (A) Sanger sequencing 
showing de novo PIK3CA c.2176G > A 
mutation in patient 1 at 24–42% in all 
tissues available for DNA testing. 
(B) Schematic showing locations of the 
three PI3 kinase mutations associated 
with hypoglycaemia. p85 BD, p85 binding 
domain; RBD, Ras binding domain; 
SH2/3, SRC homology 2/3; BH, breakpoint 




























Signalling downstream from phosphatidylinositol-3-kinase in dermal fibroblasts from patient 1. AKT phosphorylation at 
Thr308/309 (A) or Ser473/474 (B) was determined by ELISA. Percentages in columns indicate the mutation burden in the cells. 
Data represent pooled, normalised results from three independent experiments plotted as mean ± s.e.m. One-way ANOVA and 
post hoc Dunnett’s test were used to assess significance. Insulin stimulation is shown for illustration only and was excluded from 
this statistical analysis. (C) Immunoblotting for total AKT (1/2/3) from samples used for ELISA (A and B). Representative blot from 
one of three independent replicates. (D and E) AKT Ser473/474 phosphorylation following 72 h of Sirolimus treatment was 
quantified using ELISA and normalised to AKT expression determined by immunoblotting. (D) dermal fibroblasts from P21; 
(E) dermal fibroblasts from P7. Results represent mean ± s.e.m. of three independent replicates. DMSO on its own did not result in 
a change in phosphorylation (data not shown). Statistical analysis was performed as one experiment and separate graphs are 
plotted for clarity only. A two-way ANOVA was performed and followed by a post hoc Dunnett’s test comparing all patients to 
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activation, leading in turn to AKT/PKB activation. Genetic 
and pharmacological evidence has established that the 
catalytic p110α subunit, encoded by PIK3CA, is critical 
for the glucose-lowering by insulin, while AKT2 is the 
‘metabolic AKT isoform’ (26). The only example to date of 
hypoketotic hypoglycaemia due to a mutation activating 
insulin signalling is a de novo activating mutation in AKT2 
(27) that has been described in five patients. Activation 
of other components of this pathway, such as PI3K, 
would be anticipated to cause a similar metabolic profile; 
however, given the pleiotropic growth-promoting actions 
of PI3K, the associated syndrome would be expected to 
be more complex. Mosaic genetic activation of PI3K has 
recently been described in a wide range of segmental 
overgrowth disorders with overlapping features (13, 28). 
Seven patients with PIK3CA mutations, overgrowth 
and infantile hypoglycaemia were described while 
this work was underway (18), but no further metabolic 
characterisation was undertaken.
We describe three patients with megalencephalic 
PI3K-related overgrowth who had severe, likely non-
insulin-dependent hypoketotic hypoglycaemia, similar 
to that caused by activating AKT2 mutations, persisting 
to at least 2  years old in all cases. This affected only a 
subset of patients with PI3K-related overgrowth, likely 
due to the predominantly mosaic nature of the condition. 
This mosaicism, with only some cells and tissues affected, 
complicates efforts to distinguish among several possible 
mechanisms underlying hypoglycaemia. The simplest 
explanation is that tonic activity of hepatic PI3K leads 
to inappropriate suppression of hepatic glycogenolysis 
and gluconeogenesis in the postabsorptive state. Most of 
the liver would have to be affected to exert a significant 
effect. A liver biopsy from P1 presented the opportunity 
to examine liver in one patient with PIK3CA-related 
hypoglycaemia. It showed a mutation burden of 42%, 
corresponding to 84% of cells bearing a heterozygous 
mutation; however, neither glycogenosis nor steatosis 

















































P4 M 48 CLOVES L foot 26.7 13 C420R 4 11 40 23.2 ND 76
P5 M 29 CLOVES L leg and 
trunk
25.7 23 E545K 4.5 27 34 3.8 5.7 163
P6 M 15 CLOVES R thorax −1.6* 19 E542K 6.2 165 ND 17.3 1.8 119
P7 F 37 FAH Both legs 55 54 H1047L 3.9 13 36 16.9 166 141
P8 F 31 FAH R arm 32.5 46 H1047L 4.7 ND ND ND ND 221
P9 F 34 FAH L leg 32.7 47 H1047R 4.7 217 43 1.5 45.5 141
P10 F 9 FAH L leg >+3* 29 H1047R 4.8 42 36 ND ND 122
P11 F 22 MO Both arms 21.9 32 H1047R 4.7 31 ND 6.3 6.6 242
P12 M 34 KTS L leg 27.8 38 V346insK 4.3 29 38 ND 16 168
P13 F 40 MD L hand 32.8 57 H1047R 4.5 73 37 ND ND ND
P14 F 39 MD 2 R fingers 25 40 M1043_
N1044delinsIY
4.7 41 33 7.4 13.5 176
P15 F 35 MCAP Diffuse 34.9 38 G118D 5.1 31 40 5.1 33.3 145
P16 M 29 MCAP Diffuse 27.1 23 E81K 5.2 31 38 3.9 4.1 158
P17 F 18 MCAP Diffuse 23.6 43 E81K 5.1 80 35 8.6 31.4 382
P18 F 21 MCAP Diffuse 43 52 G914R 5.4 51 36 5.1 ND 85
P19 M 1.5 MCAP Diffuse ND ND R88Q 5.1 <3 48 ND ND <25
P20 M 21 MCAP Diffuse 23.9 44 E726K 3.9 7 ND 6.6 2 28
P21 M 3 MCAP Diffuse +1* 43 R93Q 4.3 18 ND ND ND 60
P22 M 12 MCAP Diffuse ND ND D350G 3.9 <14 ND ND ND 80
BMI-specific reference ranges for adiponectin in females—<25 kg/m2: 4.4–17.7 mg/mL; 30–35 kg/m2: 2.6–14.9 mg/mL; >35 kg/m2: 2.6–17.1 mg/mL. 
Adiponectin reference in males—<25 kg/m2: 2.6–12.6 mg/mL; 25–30 kg/m2: 2.4–10.6 mg/mL. BMI-specific reference ranges for leptin in  
females—<25 kg/m2: 2.4–24.4 ng/mL; 25–30 kg/m2: 8.6–38.9 ng/mL; >35 kg/m2: 22.7–113.6 ng/mL. Leptin reference in males—<25 kg/m2: 0.4–8.3 ng/mL; 
25–30 kg/m2: 1.5–13.0 ng/mL. Age-specific IGF-1 references ranges in females—9–11 years: 87–396 ng/mL; 16–20 years: 266–467 ng/mL; 21–24 years: 
148–330 ng/mL; 25–40 years: 123–304 ng/mL. IGF-1 reference ranges in males—2–60 months: 27–113 ng/mL; 12–15 years: 115–495 ng/mL; 21–24 years: 
186–397 ng/mL; 25–40 years: 124–300 ng/mL; 41–50 years: 89–239 ng/mL.
CLOVES, congenital lipomatous overgrowth with vascular, epidermal and skeletal anomalies; FAH, fibroadipose hyperplasia; KTS, Klippel–Trenaunay 
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were seen, while prominent ductular reaction without 
cholestasis or primary duct injury was reminiscent of 
the response to severe and acute hepatocyte injury (29). 
Without knowing which cells harboured the PIK3CA 
mutation, no more precise correlation was possible 
between the abnormal histology and the mutation. If 
liver-autonomous failure to derepress glycogenolysis/
gluconeogenesis were the major abnormality explaining 
PROS-related hypoglycaemia, then only a small glucose 
requirement to maintain euglycaemia would be expected, 
as reported for patients with activating AKT2 mutations. 
(27) This was confirmed for P1 in this report; however, 
infusion rates in P2 and P3 were reported to be high. 
Whether glucose infusions were titrated to the lowest 
possible rate to maintain euglycaemia was unclear, 
however.
PI3K-related hypoglycaemia may alternatively reflect 
suppression of adipose lipolysis, which provides energy 
and gluconeogenic substrates to fasting hepatocytes 
(30, 31). This was shown by the lack of an adequate rise of 
free fatty acids in P1 during hypoglycaemia (Table 2). Fasting 
free fatty acid levels in the PROS cohort were not studied; 
however, in two patients with genetic AKT2 activation, 
we observed correlation of free fatty acid suppression with 
fasting hypoglycaemia (32). Although increased PI3K-
mediated, GLUT4-dependent glucose uptake into skeletal 
muscle and adipose tissue could also cause hypoglycaemia, 
patients with severe local adipose or muscle overgrowth 
due to strongly activating PIK3CA mutations, but with 
no liver involvement, exhibited neither spontaneous 
hypoglycaemia nor hypoinsulinaemia. This argues that 
regional adipose tissue or muscle PI3K-mediated glucose 
uptake either does not occur, or is insufficient to produce 
hypoglycaemia.
Finally, aberrant activity of PI3K in the brain may also 
play a role: low IGF1 levels in 63% of the MCAP patients 
suggest dysfunctional GH secretion or action. This may 
reflect tonically active PI3K in the hypothalamus and/or 
the pituitary, mimicking IGF1 action and erroneously 
activating negative feedback inhibition of GH-releasing 
hormone or GH release. In contrast, stimulation of GH 
secretion on provocative testing may yield normal results, 
as shown in P1, suggesting that suppressed basal secretion 
may be overridden. The central hypothyroidism in P2, 
and in three previously described MCAP patients (18), and 
the modest GH and cortisol responses to hypoglycaemia 
suggest that hypothalamic–pituitary function may 
show wider perturbation. Attenuated neuroendocrine 
counterregulatory responses to hypoglycaemia are a 
plausible explanation for the GH and cortisol responses; 
however, this cannot be proven, and studies of further 
affected patients will be required to elucidate whether 
abnormality of regulation, a subtle developmental disorder 
of the hypothalamus/pituitary or both are seen in MCAP 
caused by PI3K activation. Evidence that different adipose 
depots show distinct profiles of adipokine secretion 
(33, 34) raised the possibility that pathological expansion 
of only some adipose depots (e.g. legs vs upper body) would 
correspond to a distinct pattern of circulating adipokines. 
In general, we found this not to be the case, with the large 
majority of patients showing a similar relationship between 
adipokine concentrations and whole body adipose tissue 
mass to that seen in the general population. Two outliers 
were found with perturbed adiponectin or leptin levels; 
however, the explanation was not immediately clear, and 
wider investigation may be warranted.
Importantly, our findings suggest that mTOR 
inhibitors such as Sirolimus may have therapeutic 
benefit instead of, or in addition to, nutritional therapies 
including percutaneous overnight feeding. Although 
Sirolimus is primarily an mTORC1 inhibitor, prolonged 
use sequesters components of the mTORC2 complex (35), 
which acts upstream from AKT in insulin signalling. Our 
findings suggest that Sirolimus at very low doses (1.1–
2.2 ng/mL) may be sufficient, unlike the high doses used 
in hyperinsulinism (5–15 ng/mL) (36). In future, low doses 
of more specific class 1A PI3K inhibitors, many examples 
of which are in clinical trials for cancer, may offer a more 
specific targeted therapy.
In conclusion, we report that a subset of patients 
with diffuse, megalencephalic forms of PIK3CA-related 
segmental overgrowth and MPPH exhibit severe insulin-
independent hypoketotic hypoglycaemia. This metabolic 
phenocopy of hypoglycaemia driven by genetic AKT2 
activation is not seen in patients with extreme regional 
adipose or muscular overgrowth associated with ‘hot 
spot’ activating PIK3CA mutations, suggesting that 
diffuse mutation carriage is more important than the 
degree of PI3K activation in determining the phenotype. 
We suggest that endocrinologists should be alert to the 
possibility of syndromic PI3K-related overgrowth when 
evaluating infants with hypoinsulinaemic hypoketotic 
hypoglycaemia, or with equivocal biochemical testing 
for congenital hyperinsulinism, and that they should 
understand the challenges of testing for a mosaic genetic 
disorder. Prior knowledge and our cellular studies suggest 
that mTOR inhibitors may offer therapeutic benefit, and 
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CLAPO syndrome: identification of somatic activating PIK3CA
mutations and delineation of the natural history and
phenotype
Lara Rodriguez-Laguna, BSc, MSc1,9, Kristina Ibañez, PhD2,9, Gema Gordo, BSc, MSc1,3,
Sixto Garcia-Minaur, MD, PhD3,4, Fernando Santos-Simarro, MD3,4, Noelia Agra, BSc, PhD1,
Elena Vallespín, BSc, PhD3,5, Victoria E Fernández-Montaño, HNC5, Rubén Martín-Arenas, HNC5,
Ángela del Pozo, PhD2, Héctor González-Pecellín, HNC5, Rocío Mena, BSc, PhD3,5,
Inmaculada Rueda-Arenas, HNC5, María V. Gomez, HNC5, Cristina Villaverde, HNC3,6,
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Purpose: CLAPO syndrome is a rare vascular disorder character-
ized by capillary malformation of the lower lip, lymphatic
malformation predominant on the face and neck, asymmetry, and
partial/generalized overgrowth. Here we tested the hypothesis that,
although the genetic cause is not known, the tissue distribution of
the clinical manifestations in CLAPO seems to follow a pattern of
somatic mosaicism.
Methods: We clinically evaluated a cohort of 13 patients with
CLAPO and screened 20 DNA blood/tissue samples from 9 patients
using high-throughput, deep sequencing.
Results: We identified five activating mutations in the PIK3CA
gene in affected tissues from 6 of the 9 patients studied; one of the
variants (NM_006218.2:c.248T>C; p.Phe83Ser) has not been
previously described in developmental disorders.
Conclusion: We describe for the first time the presence of somatic
activating PIK3CA mutations in patients with CLAPO. We also
report an update of the phenotype and natural history of the
syndrome.
Genet Med advance online publication 15 February 2018
Key Words: CLAPO; overgrowth; PIK3CA; somatic mosaicism;
vascular malformation
INTRODUCTION
Vascular anomalies represent a broad spectrum of disorders
produced by abnormal embryological development of blood
vessels. The manifestations of these disorders may be prenatal,
congenital, or postnatal. In general, they manifest with a
gradual increase in size or extent, proportionally greater than
the growth of the patient.1 Vascular anomalies frequently
occur as part of recognizable, pleiotropic developmental
syndromes,2 which include overgrowth syndromes.3
CLAPO syndrome (OMIM 613089)—capillary malforma-
tion of the lower lip, lymphatic malformation of the face and
neck, asymmetry and partial/generalized overgrowth—is a
rare vascular disorder of unknown etiology first described in
2008 in six unrelated patients.4 Only two additional patients
have been described.5,6 The tissue distribution of the clinical
manifestations in patients with CLAPO is similar to other
vascular and overgrowth syndromes caused by somatic
mutations such as Proteus syndrome caused by activating
mutations in AKT1,7 Sturge–Weber syndrome caused by
activating mutations in GNAQ,8 or PROS (PIK3CA related
overgrowth spectrum) caused by activating mutations in
PIK3CA.9
Somatic mosaicism is defined as the presence of more than
one clone of cells with different genotypes, all of which are
derived from a single cell. Mosaicism can contribute to
variable clinical expressivity of a trait due to tissue-specific
involvement. Consequently, the phenotypic spectrum of all
these vascular and/or segmental overgrowth syndromes is
heterogeneous and complex. Somatic mosaicism is a theore-
tical possibility in CLAPO, and even though it is a clinically
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well-distinguished syndrome, it shares several clinical man-
ifestations with previously mentioned syndromes as well as
with other entities also caused by mutations in genes within
the PI3K-Akt-mTOR pathway. Here we tested the hypothesis
that CLAPO could be caused by somatic mutations activating
this pathway, and we evaluated the natural history and




The study was performed at the Institute of Medical and
Molecular Genetics and the Vascular Anomalies Center at La
Paz Hospital, Madrid (Spain). We retrospectively reviewed
the clinical characteristics and follow-up of 13 patients
diagnosed with CLAPO between February 2007 and March
2017, including the 6 patients reported in the original
description of the syndrome.4 Clinical findings are summar-
ized in Table 1.
Blood samples were collected from all patients, saliva
samples from four patients and affected tissue samples from
nine patients (Table 1). Affected tissue was defined as any
type of vascular malformation obtained as part of the routine
treatment, and in the case of cutaneous biopsies, these were
obtained in regions with vascular malformation and/or true
overgrowth (differentiating it from an asymmetry as a
consequence of a vascular malformation). DNA extraction
was performed by standard procedures. All studies in this
project were approved by the Ethics Committee of the
Hospital Universitario La Paz (PI-1919), with informed
consent including consent to publish patient photos.
High-throughput sequencing
High-throughput sequencing studies were performed using
three distinct custom panels previously available and validated
for use in our laboratory. The subsequent analyses of the
sequencing data were based on the use of virtual panels (i.e.,
tiers) with an average expected reading depth of 500 × . The
first panel (Tier1: Mosaic panel) included 20 genes known to
cause developmental syndromes in the form of somatic
mosaicism. The second panel (Tier2: overgrowth, lymphatic
and vascular syndromes (OGLYVAS) panel) was composed of
301 genes associated with lymphatic/vascular malformations
and overgrowths of vascular origin, including PI3K-Akt-
mTOR pathway genes, as well as 20 genes of the Mosaic
panel. The third panel (Tier3: expanded mosaic candidate
genes (EMG)) included 1,375 genes, including genes in the
OGLYVAS panel. The complete lists of genes can be found in
Supplementary Table 1 online.
The three panels were designed, captured, and analyzed
with the same tools, protocols, and instruments. The custom
panels were designed by using NimbleDesign software (Roche
NimbleGen, WI, USA): hg19 NCBI Build 37.1/GRCh37.p13,
targeting > 98% of all exons (RefSeq) for these genes. For each
sample, paired-end (2 × 150 bp reads) libraries were created
according to the standard protocols KAPA HTP Library
Preparation Kit for Illumina platforms (Roche Sequencing,
CA, USA), SeqCap EZ Library SR (Roche NimbleGen, WI,
USA) and NEXTflex-96 Pre Capture Combo Kit (Bioo
Scientific, TX, USA) for indexing. The captured DNA samples
were sequenced on a NextSeq 500 instrument (Illumina, CA,
USA) using a HIGH v2 300 cycles cartridge, according to the
standard operating protocol.
Bioinformatics analysis pipeline
Data generated by the NextSeq 500 Desktop Sequencer was
analyzed using an in-house bioinformatics pipeline for
somatic mosaicism detection. BCL files containing base calls
were converted into paired FASTQ files using bcl2fastq-
v2.15.0.4 software from Illumina (https://github.com/brwnj/
bcl2fastq) and preprocessing using Trimmomatic10 for
trimming and cropping FASTQ data as well as removing
adapters. Subsequently, balanced reads were mapped to hg19/
GRCh37 human genome by using Bowtie2 aligner,11 and
polymerase chain reaction (PCR) duplicate reads were
removed using Picard MarkDuplicates (http://broadinstitute.
github.io/picard/). A subsequent local realignment and
recalibration of reads was done to correct misalignments
due to the presence of indels by using Genome Analysis
Toolkit RealignerTargetCreator and IndelRealigner, and
BaseRecalibrator methods, respectively. Once this preproces-
sing was achieved, the flowchart depicted in Supplementary
Figure 1 was followed.
The specific approach for mosaic detection included the
extraction of the base-pair information for each genomic
position from the BAM files using SAMtools mpileup v1.3
(ref. 12), facilitating the subsequent single-nucleotide poly-
morphism/indel calling. The base quality (q value) and
mapping quality scores (Q value) were lowered to 0, to
characterize mutated alleles amplified in very low proportion
and to avoid losing variants in non-unique genomic
sequences, since many genes in the capture design have
pseudogenes or share high percent identity with other
genomic sites.
Variant calling was performed using bcftools v1.3. The low
constraints allowed the emergence of many alternate alleles,
even though many could be false positives. The strategy of the
analysis was to keep all multiallelic sites in the VCF file for
later consideration. Some attributes were defined to filter out
likely sequencing artifacts or variants with high frequency in
samples sequenced in the same run, and others to keep
mosaic variants to analyze further on. This was applied in all
the samples individually, regardless of the tissue type,
generating a corresponding VCF file (see Supplementary
Figure 1a).
Subsequently, a germ-line versus somatic variant compar-
ison was undertaken by analyzing the tissue and the blood
VCF files from the same patient/sample (see Supplementary
Figure 1b). The contrasting of matched tissue and blood
samples was crucial to distinguish somatic from germ-line
variants, bringing out low allelic fraction from background
noise caused by the high-throughput sequencing error rate.
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The final files encoded global information about alignments.
Manual filtering was applied to determine the candidate
pathogenic variants. The resulting VCF files were manually
visualized with the Integrative Genomics Viewer software to
verify mutations and correct annotation.
Validation of high-throughput deep sequencing variants
(Sanger, pyrosequencing, and droplet digital polymerase
chain reaction)
Sanger sequencing was used to confirm variants present in
more than 15% of the reads in the deep sequencing data.
Standard PCR and Sanger sequencing were performed using
the 96-capillary ABI 3730xl ADN analyzer (Applied Biosys-
tems, CA, USA). Long-range PCR and Sanger sequencing
were also used to verify chromosomal location in variants
found with high identity to another part of the genome.
Pyrosequencing primers were designed using PyroMark
software, and QIAGEN reagents and the PyroMark Q96
MD instrument (Qiagen, Hilden, Germany) were used
according to manufacturer’s protocol to confirm mosaic
variants in the 5% and 15% read fraction range. Droplet
digital polymerase chain reaction (ddPCR), able to detect and
quantify somatic mosaic variants at frequencies as low as
0.1%,13 was used to detect/validate and quantify variants
found on deep sequencing studies in less than 5% of reads or
variants above 5% of reads but whose confirmation by
pyrosequencing was not conclusive. We also used ddPCR to
screen for the three common mutations described in PROS
(PIK3CA: NM_006218.2: c.1624G>A, p.Glu542Lys;
c.1633G>A, p. Glu545Lys; and c.3140A>G, His1047Arg)
in all negative samples by high-throughput sequencing.14 The
QX200 Droplet Digital PCR System (Bio-Rad, CA, USA) was
used according to the manufacturer´s protocol. Nucleic acid
molecules were quantified using a two-color fluorescence
detector (FAM channel for mutant allele and VIC channel for
wild type) and six assays with well-defined and validated




Longitudinal data for 13 patients with CLAPO was gathered
for a total of 70.5 person-years (ranging from 0.8 to 10.2). The
mean age at diagnosis was 8.0 years (0.6 to 30.4) and the mean
age at the end of this study was 10.4 years (2.2 to 40.5). None
of the patients had a relevant family history. Except for one
patient of Arab descent whose parents were born in Morocco
(P6), all patients in the cohort were Caucasian and had
parents from the Iberian Peninsula. The cohort included eight
females and five males. Among the main features of CLAPO
the only common clinical manifestation was the capillary
malformation (CM) of the lower lip (13/13; 100%) (Figure 1);
all other features were present at birth or became evident
postnatally. The CM of the lower lip was always present in the
midline, with a symmetrical distribution, ranging from 2 to
11 cm, with well-defined borders in several patients, and often
affecting the portion of the skin under the lip or the intra-oral
mucosa. We observed three distinct patterns of midline CM
on the lower lip: (i) five patients (P2, P5, P6, P8, P9) had a
narrow midline CM with reddish color, (ii) seven patients (P1,
P3, P4, P7, P10, P11, P12) had a CM that involved the entire
lower lip with a predominant brown/purple color, and (iii)
one patient (P13) had a CM including the central inner area
of the lower lip without external skin involvement under the
vermilion. In our experience, untreated isolated capillary
malformations (classically called port-wine stains) evolve by a
progressive thickening and darkening of the malformation
due to a progressive vessel dilation, which can, in turn,
produce skin overgrowth. Nonetheless, we did not observe
this type of progression in the complete cohort of 13 patients
with CLAPO. However, as some of the patients are very
young and have been followed up for a short period of time,
thickening and darkening of the CM on the lower lip in these
patients cannot be ruled out in the future. Remarkably, what
we did observe, based on photographs and information
provided by patients and relatives, is a decreased intensity in
the CM of the lower lip, usually between months 6 and 18 of
age, in four (P1–3, P6) of the six patients followed more than
9 years. While midline CMs of the face are frequently
P1 P2 P3 P4 P5 P6
P13P12P11P10P9P8P7
Figure 1 Capillary malformation of the lower lip, the hallmark of CLAPO syndrome, in the 13 patients reviewed. It is constantly a congenital
feature, always present in the midline, symmetrical and well defined. There are three patterns: narrow midline capillary malformation (i.e., P6), entire
lower lip affected (i.e. P7), and central inner area without external skin involvement (P13).
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correlated with lesions of the brain in patients with
megalencephaly-capillary malformation syndrome
(MCAP),15 no psychomotor delay or intellectual deficit was
apparent in CLAPO patients.
The second major clinical feature was the presence of
lymphatic malformations (LMs), observed in 12 of 13 patients
(92%). In 10 patients (P3–8, P10–13) the LM involved the lip,
oral mucosa, neck, and tongue, seen in 5 of 10 with right sided
predominance (P5, P6, P10–12). Another two patients (P1,
P2) had unilateral LM on the lower limbs, one of which (P1)
was associated with lymphedema. At birth, the tongue had a
symmetrical midline combined capillary/lymphatic/venous
malformation in 8 of 13 patients (P3–6, P8, P10, P12, P13)
with CLAPO, which was mild, well-defined, and affected the
tip of the tongue. In 5 of 8 patients (P3–5, P8, P13), the
tongue lesions evolved over time, causing growth of the
affected area and severe hemorrhagic events with episodes of
acute inflammation, triggering and aggravating symptoms.
On the other hand, P2 had a left thigh LM that was not noted
until 15 years of age, indicating that an apparent absence of
congenital LM does not exclude a later onset. Sporadic LMs
are rare and arise more often with craniofacial venous
malformations.16 In our cohort LMs of the neck, tongue, and/
or limb were also observed in association with venous
malformations in 11 patients (all but P2 and P7), which
showed progressive increase in size and in no case involution.
In this cohort the asymmetry in 8 of 13 patients (P4–6, P8,
P10–13) actually reflected a direct consequence of the
presence of a LM on the face/neck, although in three patients
(P1–3) there was a true asymmetric overgrowth with the
presence of bony hypertrophy. In addition to the facial
asymmetry, P10 had asymmetry caused by left limb under-
growth. P1 had macrodactyly and overgrowth of the right side
of the body (Figure 2), and P2 had a postnatal increase in the
length of the left leg. P1 and P2 were initially referred with a
diagnosis of Klippel–Trenaunay syndrome.
Recently, P9 suffered a large presacral ganglioneuroma that
was successfully resected, and P10 had severe failure to thrive
needing gastrostomy. Those findings can eventually expand
the phenotype of CLAPO syndrome.
Molecular results
Our main hypothesis was that somatic mutations were the
genetic cause of CLAPO. Accordingly, we screened 20 DNA
blood/saliva/tissue samples from 9 patients (P1, P2, P4, P6–
10, and P13) with CLAPO using custom high-throughput
deep sequencing panels including genes associated with
vascular malformations and overgrowth, and a custom
bioinformatic pipeline for somatic mosaic detection with a
tiered analysis approach. Average read depth for Tier1 was
535 × , for Tier2 342 × , and for Tier3 404 × , after removing
duplicates. Variants were excluded as disease candidates by
their presence in > 0.01 population frequency (1000 Genomes
project (http://www.internationalgenome.org/), the National
Heart, Lung, and Blood Institute Exome Variant Server
(http://evs.gs.washington.edu/EVS), the Exome Aggregation
Consortium (ExAC; http://exac.broadinstitute.org)), by
pathogenicity predictors, and by using new custom para-
meters developed here for somatic mosaic detection (AVAF,
SampleRun). After filtering, mean variants per sample for
Tier1 was 5.2, for Tier2 31.3, and for Tier3 175.6.
Our analysis identified PIK3CA variants in six of nine (66%)
patients with CLAPO (P1, P2, P6, P9, P10, and P13). All
mutations were somatic missense single-nucleotide variations
with a range of mosaicism between 1.26% and 16%. We
identified a total of five distinct mutations in PIK3CA
(NM_006218.2), including one hotspot mutation (c.1624G>
A;p.Glu542Lys); two recurrent, strong (gain of function)
mutations (c.3140A>T;p.His1047Leu, c.1258T>C;p.
Cys420Arg); one previously described mutation in patients
with macrodactyly (c.344G>C;p.Arg115Pro); and one novel
somatic PIK3CA mutation (c.248T>C; p.Phe83Ser) not
previously described in developmental disorders (Figure 3).
All variants detected were confirmed using at least one
orthogonal method based on the mosaicism percentage of the
alternative allele from the next-generation candidate gene
sequencing. None of the mutations detected in the patients
were present (by Sanger sequencing) in the blood samples of
the patient’s parents. Molecular data and variant information
were collected in Table 2. In the affected tissue samples from
patients P4, P7, and P8 no mutation was detected. Mean
PIK3CA reading depth of 427 × (171–603) for P4, 399 ×
(151–573) for P7, and 311 × (60–583) for P8 was obtained.
a b
c d
Figure 2 Patient 1. (a) Macrodactyly (overgrowth). (b) Capillary
malformation of the full lower lip. (c) Partial asymmetry of the right side
of the body associated to diffuse capillary malformation. (d) Bilateral
lymphedema with predominance of foot-knee, and multiple varicose
veins.
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DISCUSSION
In the present report we describe for the first time the
presence of somatic activating PIK3CA mutations in patients
with CLAPO, and we report an update of the phenotype and
natural history of the syndrome.
Somatic mosaic mutations in PIK3CA have been detected in
six of nine patients with CLAPO. All mutations were detected
in affected tissue, in percentages ranging from 3 to 16%, and
in one of the patients (P9) the mutation was also mosaic at a
level of 1.26% in a blood sample. All the mutations detected
are missense variants, four of which have previously been
reported as causing the PROS spectrum9,14 and detected in
different types of cancer (COSMIC database; http://cancer.
sanger.ac.uk/). We also identified a novel PIK3CA mutation
(Phe83Ser), not previously described in development dis-
orders, but then again reported in the COSMIC database in
three cancer samples.
The family of syndromes caused by activating PIK3CA
mutations includes well-known and distinct entities such as
MCAP, CLOVES (congenital lipomatous overgrowth, vascu-
lar malformations, epidermal nevi, and skeletal/spinal
abnormalities), isolated LM, isolated adipose fibrodysplasia,
and hemimegalencephaly, among others.9 In addition to the
distribution pattern, some of the syndromes included in
PROS have overlapping clinical findings with CLAPO, mainly
capillary and lymphatic malformations and segmental over-
growth. However, sharing a common mutated gene does not
make their formerly differentiated classification obsolete since
it has implications for clinical diagnosis, evolution, and
follow-up.
Our findings suggest that somatic activating PIK3CA
mutations can be responsible for the combination of capillary,
lymphatic, and venous malformation as well as the over-
growth features characteristic of CLAPO syndrome. Given the
overlapping phenotypic features between CLAPO and PROS
(mainly with MCAP and CLOVES), and the presence of
somatic activating PIK3CA mutations, we postulate that
CLAPO syndrome might be included into the PROS
spectrum.
The multiple or reticulate and diffuse CM present in
different parts of the body appear to be similar in both
CLAPO and MCAP. However, one of the main clinical
manifestations in CLAPO is the CM of the lower lip, a feature
that is not considered characteristic of MCAP, in which
midline CMs are most frequently described in upper lip,
glabella, and philtrum. Anatomically, the differential involve-
ment of the lower lip or the upper lip is distinctive and is
relevant as they have distinct embryological origins and
clinical implications. The forehead, the dorsum apex of the
nose, and the central part of the upper lip derive from the
frontonasal prominence, whereas the chin, lower lip, and
lower cheek regions derive from the mandibular prominences.
These distinct embryological origins might also explain the
co-occurrence of brain alterations and CM of the upper lip
in MCAP and the absence of neurological involvement
in CLAPO.
The second main feature in CLAPO, the LM, is also
frequent in CLOVES and facial infiltrating lipomatosis. While
2 of the 13 patients described here had a LM of the legs, this
type of malformation occurs in CLAPO more frequently in
the cervicofacial region and tongue, where there is a clear
nonrandom association with capillary or venous malforma-
tions. Venous malformations were not originally described as
a main feature in CLAPO, but we now know that they are a
rather frequent feature, and it has recently been described that
this type of malformation can arise sporadically as a
consequence of somatic activating mutations in PIK3CA,17
which has also been described for isolated LM.18 Since it is
possible that both lymphatic and venous malformations are
not apparent congenitally, the presence of CM in the lower lip
should make us aware of a possible later appearance of these
two types of vascular malformations. This specific and
nonrandom combination of vascular malformations high-
lights the utility of the clinical diagnosis in patients with
CLAPO.
Overgrowth is not always evident in CLAPO, as none of the
patients had macrocephaly, the involvement was segmental
and rarely generalized, and in the case of facial asymmetry it
appears to be caused by a vascular component. As with all
overgrowth syndromes, it is important to distinguish in
CLAPO and PROS what is apparent asymmetry from true
overgrowth caused by hyperplasia or hypertrophy. In
addition, no patient with CLAPO has lipomatous overgrowth,
which is a common feature in the PROS spectrum. In spite of
the fact that partial/generalized overgrowth is part of the
CLAPO acronym, its low frequency in this cohort of patients
suggests that it should not be considered a major clinical
criterion for the diagnosis of CLAPO, despite being a frequent
(but not mandatory) feature in PROS.
Considering the clinical characteristics and the natural
history described in our cohort of patients, CLAPO could be
classified as an entity with intermediate severity in the PROS
spectrum, sharing characteristics mainly with MCAP and
CLOVES, and certainly with isolated forms of lymphatic and
venous malformations.
P85 BD Ras BD C2 Helical Kinase PIK3CA
His1047LeuGlu542LysCys420ArgArg115ProPhe83Ser
Figure 3 PIK3CA mutations detected in patients with CLAPO. Diagram showing the distribution of the mutations detected along the PIK3CA
domains.
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One of the major challenges in somatic mosaicism is the
detection of altered alleles in low mosaics in affected tissues.
Correspondingly, the molecular diagnosis of CLAPO patients
is not trivial. One limitation comes from the requirement to
obtain affected tissue. Thus, the lack of success detecting
PIK3CA mutations in three of nine of the molecularly studied
patients with CLAPO does not implicate the absence of
mutations in this gene, nor does it exclude the molecular
diagnosis of CLAPO.
Another challenge is the bioinformatic method for the
detection of somatic mosaicism. There are several computa-
tional approaches to detect somatic variants, but they cannot
be applied to this problem since the starting data or the
genomic landscape is different. Strelka19 for single-nucleotide
variation discovery or Mutect20 for indel discovery are two of
the most used variant callers for somatic variant detection.
However, neither of them was developed to detect variants in
mosaic disorders. Thanks to the computational approach
applied here, we could rescue reads with low mapping quality
score due to high percent identity with other genomic regions,
and call variants that were present both in somatic and
mosaic state.
In conclusion, this study documents the clinical features
and natural history in a well-defined cohort of patients with
CLAPO, and detected activating PIK3CA mutations in six of
nine studied affected tissues. We detected PIK3CA activating
variants previously described as causing the PROS spectrum,
together with a clinical distribution pattern distinctive of
somatic mosaicism, and a constellation of nonrandom clinical
manifestations that, although in combination are specific to
CLAPO, are also frequent in other syndromes within the
PROS spectrum. We conclude that CLAPO belongs to the
PROS family of somatic syndromes. In clinical terms, the
differences between CLAPO and other PROS spectrum
phenotypes demonstrate that the presence of a CM in the
upper lip should raise suspicion of possible neurological
involvement, whereas the CM in the lower lip may be
associated with later occurrence of lymphatic/venous mal-
formations. This could reflect their distinct embryological
origin but does not imply that a patient with PROS and
without upper lip CM should not be monitored for possible
neurological compromise. In diagnostic terms, the approach
in CLAPO requires the use of appropriate samples and
bioinformatic algorithms, allowing the detection of somatic
mosaic variants. Because CLAPO is caused by activating
mutations in PIK3CA, affected patients may benefit from
inhibitors of this pathway. Therapeutic trials of this disorder
should be undertaken.
SUPPLEMENTARY MATERIAL
Supplementary material is linked to the online version of the
paper at http://www.nature.com/gim
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